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I. LE PLACENTA 
Le placenta est un organe permettant les échanges sanguins et nutritionnels entre le fœtus et la 
mère au cours de la grossesse. Cet organe est transitoire. Il connecte physiquement et 
biologiquement l'embryon à la paroi utérine (voir figure 1). Il fait partie des annexes embryo-
fœtales, qui sont composées du cordon ombilical, du placenta, et des membranes amniotiques 
dont l’amnios, qui est en contact avec le liquide amniotique, et le chorion, qui est en contact 
avec la muqueuse utérine. Le placenta se fond en partie avec la muqueuse utérine, on le dit 
fœto-maternel. Chez les primates et d'autres groupes comme les rongeurs, le placenta est dit 
hémochorial, car les villosités placentaires sont directement en contact avec le sang maternel. 
Bien plus qu'un simple organe protecteur, il assure plusieurs fonctions essentielles pour le 
développement fœtal. Le placenta est une annexe embryonnaire caractéristique des 
mammifères dits euthériens (ou mammifères placentaires), mais il existe également sous 
d'autres formes chez les mammifères marsupiaux et chez certains reptiles (Gilbert 2006, 
Mossman 1987). Le placenta assure plusieurs fonctions essentielles pour le développement 
fœtal : des fonctions nutritives, respiratoires, excrétrices, endocrines, immunologiques, et de 
protection contre certains agents toxiques et/ou pathogènes. 
1.1 La grossesse humaine 
La grossesse humaine dure environ 39 semaines entre la fécondation et l'accouchement. Elle 
se divise en trois périodes de trois mois chacune, période communément appelée trimestre. Il 
existe deux façons de calculer l’âge d’une grossesse : les semaines d’aménorrhée (SA) et les 
semaines de grossesse (SG) (voir figure 2). La semaine d’aménorrhée, terme qui signifie 
l’absence de menstruation, est une unité de mesure du temps utilisée en Obstétrique. Elle 
représente le nombre de semaines écoulées depuis le premier jour des dernières règles de la 
femme enceinte. En utilisant cette unité de mesure, la grossesse humaine se déroule donc sur 
41 SA (correspondant à 39 semaines de grossesse plus 2 semaines entre le premier jour des 
dernières règles et la fécondation). Par contre, lorsque l'on s'exprime en semaines de grossesse 
(ou en semaines de développement), on ne compte que le nombre de semaines qui suivent la 
fécondation. Par convention, on estime que cette dernière se produit généralement au début de 
la troisième semaine d'aménorrhée : il y a donc un décalage de deux semaines entre les SA et 





Figure 3 : De la fécondation à la morula. Embryon (150 µm) à 2 jours après fécondation (en haut à droite) 
et à 4 jours après fécondation (en bas à droite).  







Figure 4 : Blastocyste. A- Image de © Institute of Human Genetics/Newcastle University. B- Schéma adapté 





J’utiliserai dans un premier temps les jours post-fécondation (JPF) comme unité de mesure du 
temps de la grossesse dans mon manuscrit de thèse, puis dans un deuxième temps les 
semaines d’aménorrhée (sauf indication contraire exceptionnelle) pour les stades plus avancés 
de la grossesse. Ce choix en faveur des SA s’est fait en raison de la connaissance précise du 
premier jour des règles, contrairement au jour de la fécondation, qui est estimé, et qui peut 
varier selon les femmes. 
1.2 Mise en place du placenta humain 
 A. Phase préimplantatoire   
La fécondation de l’ovule par le spermatozoïde dans la trompe de Fallope se produit 24h à 
48h après l’ovulation (voir figure 3). Durant les premiers jours de développement, le zygote 
humain se divise sans augmentation de taille à l’intérieur de la zone pellucide1. Il avance 
progressivement dans la trompe et pénètre dans la cavité utérine 2 à 3 jours après la 
fécondation. Le stade morula, correspondant à un embryon de 16 cellules environ, est atteint 
au 4ème JPF. Les divisions cellulaires se poursuivent sans augmentation de taille au stade 
morula, et mènent à la transformation de l’embryon par un phénomène de compaction en 
blastocyste2. Les cellules localisées à la surface se différencient alors en trophoblastes, et 
forme le trophectoderme. Ces cellules donneront par la suite les structures extra-
embryonnaires, avec le placenta entre autres. Les cellules de la masse interne du blastocyste 
donneront quant à elles l’embryon (voir figure 4). A partir du stade blastocyste, l’embryon va 
alors grossir et sortir de la zone pellucide, permettant alors le contact direct entre les 
trophoblastes du blastocyste et l’endomètre3 de l’utérus.  
 B. Phase implantatoire  
Au contact de l’endomètre maternel, correspondant au 6ème JPF environ, les cytotrophoblastes 
entourant le blastocyste se différencient, fusionnent et forment le syncytiotrophoblaste (ST) 
(voir figure 5). Les ST sont en contact direct avec la circulation maternelle dès la deuxième 
semaine de développement (correspondant à 4 SA), et participent à la séparation des 
circulations maternelle et fœtale, ainsi qu’au contrôle des échanges fœto-maternels. 
                                                 
1
 coque glycoprotéique qui entoure l’ovocyte. 
2
 stade embryonnaire caractérisé par la formation d’une cavité interne remplie de fluide, le blastocèle. 
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Figure 5 : Implantation du blastocyste. Schémas adaptés de la figure 20-25, Sherwood 2007 Human 





 C. La placentation   
La placentation commence avec l’implantation du blastocyste dans la muqueuse utérine. Le 
bouton embryonnaire se différencie alors en tissus embryonnaires, et les trophoblastes en 
tissus extra-embryonnaires. Les trophoblastes prolifèrent, se ramifient comme des racines, en 
érodant la muqueuse utérine (voir figure 5). Il y a deux stades dans le développement 
placentaire : un stade pré-villeux (entre le 6ème et le 13ème JPF), et un stade villeux (du 13ème 
JPF à l’accouchement) (voir figure 6).  
 Le stade pré-villeux 
Au contact de la muqueuse utérine, les cytotrophoblastes qui dérivent du trophectoderme du 
blastocyste se différencient et fusionnent pour former le syncytiotrophoblaste, couche multi-
nucléée qui ne se divise pas et qui va envahir l’endomètre. Le ST tient le rôle de l’unité 
endocrine placentaire, puisqu’il sécrète de nombreuses hormones de la grossesse, en 
particulier l’hCG (human Chorionic Gonadotropin). Si l'embryon se nourrit par simple 
diffusion au cours de la 1ère semaine de développement, sa croissance rapide rend 
indispensable la mise en place d'un système d'échange plus performant. Il s’agit du 
développement de la circulation utéro-placentaire, permettant les échanges des gaz et des 
métabolites. Ce système se met en place dès le 9ème JPF, et commence par le stade dit 
lacunaire (voir figure 6-JPF 9). Des lacunes vont se former rapidement dans le 
syncytiotrophoblaste et se remplir peu à peu de sang grâce à l’érosion des vaisseaux 
maternels, mettant ainsi en contact les cellules trophoblastiques avec les composants sanguins 
de la mère. Ce contact va cesser avec l’établissement de la coque trophoblastique aux 
alentours de la 5ème SA (voir partie I-1.4 pour plus de détails).  
 Le stade villeux 
L’unité structurale et fonctionnelle du placenta est la villosité choriale. La mise en place des 
structures villositaires commence dès le stade lacunaire. Les lacunes du syncytiotrophoblaste 
vont progressivement communiquer entre elles pour former une cavité unique, limitée par du 
syncytiotrophoblaste, appelée l’espace intervilleux (voir figure 6-JPF 18). Le stade villeux se 
met en place à partir du 13ème JPF environ, et se poursuit jusqu’à l’accouchement. 
 Figure 6 : Mise en place du placenta. Les jours et les mois correspondent ici au temps écoulé depuis la 





1.3 La phase de mise en place des structures villositaires   
 A. Le développement des villosités placentaires  
Le stade villeux du développement placentaire comprend deux périodes : une période 
d’élaboration placentaire, du 13ème JPF à la fin du quatrième mois, et une période 
stationnaire, où le placenta est formé et se développe par croissance du système vasculaire 
principalement, du cinquième mois au terme (Mihu et al. 2009). La période d’élaboration 
placentaire est caractérisée par la formation des villosités choriales (voir figure 7). 
- Formation des villosités primaires  
La formation de ces structures villositaires commence dès le stade lacunaire, lorsque les 
cytotrophoblastes débutent une multiplication cellulaire intense, s'insinuent et poussent les 
travées de syncytiotrophoblastes, formant alors des excroissances qui envahissent la paroi 
utérine. Aussi longtemps que ces excroissances sont composées de cytotrophoblastes 
seulement, elles sont dénommées villosités primaires.  
- Formation des villosités secondaires 
Dès le 16ème JPF, le mésoblaste extra-embryonnaire bordé de cytotrophoblastes pénètre dans 
le tronc de ces villosités primaires, transformant celles-ci en villosités secondaires (voir 
Figure 7). Ces villosités s'étendent peu à peu jusqu’aux lacunes remplies de sang maternel.  
- Formation des villosités tertiaires 
Vers le 21ème JPF, le mésoblaste extra-embryonnaire se différencie en tissu conjonctif et en 
vaisseaux sanguins par un processus de vasculogenèse, fournissant ainsi des vaisseaux 
sanguins connectés avec ceux de l'embryon (Demir et al. 1989). Les villosités contenant des 
vaisseaux sanguins différenciés sont appelées villosités tertiaires (voir Figure 7). Une fois 
formées, elles peuvent se ramifier et générer d’autres villosités. A partir de ce moment, les 
diffusions des gaz, des éléments nutritifs, et des déchets se font à travers quatre couches de 
tissus :  
⇒ l’endothélium capillaire des villosités placentaires,  
⇒ le tissu conjonctif lâche qui en occupe l'axe,  
⇒ le cytotrophoblaste,  
⇒ et le syncytiotrophoblaste.  
 
L’ensemble de ces éléments forme la barrière placentaire (voir figure 8). 
    
 
 








Figure 8 : Barrière placentaire. Elle sépare le sang des capillaires fœtaux du sang maternel contenu dans 
l'espace intervilleux. A- Les villosités choriales contiennent des vaisseaux fœtaux et baignent dans le sang 
maternel dans l'espace intervilleux. B- Coupe transversale d’une villosité choriale. On peut voir les 
différentes couches de la barrière placentaire qui sépare la circulation fœtale de la circulation maternelle. 






 B. Villosités crampons et villosités flottantes  
Le placenta humain est caractérisé par l’invasion de la muqueuse utérine par les cellules 
trophoblastiques, créant ainsi une zone de contact direct entre le sang maternel et les cellules 
du placenta, c’est la placentation hémochoriale. Certaines villosités tertiaires du placenta sont 
ancrées dans la muqueuse utérine, ce sont les villosités crampons. Les villosités flottantes, 
quant à elles, baignent librement dans l’espace intervilleux (voir figure 9).  Pendant le 
développement placentaire, les cytotrophoblastes peuvent se différencier selon deux voies 
distinctes (Cross J. C. et al. 1994). Dans les villosités flottantes, les CT peuvent uniquement 
fusionner pour former le syncytiotrophoblaste, couche cellulaire externe de la villosité en 
contact direct avec le sang maternel. Le syncytiotrophoblaste ne possède pas d’activité 
mitotique mais se renouvelle en permanence par l’incorporation de cytotrophoblastes qui 
fusionnent avec la couche préexistante (Huppertz and Kingdom 2004). Ces trophoblastes 
villeux tapissent alors l’ensemble de la villosité choriale. Dans les villosités crampons, les CT 
peuvent se différencier en ST, et former également des colonnes de trophoblastes extravilleux 
(TEV) à la base des villosités crampons (voir figure 9 et 10).  
1.4 La coque et les bouchons trophoblastiques   
Le développement placentaire se déroule en milieu hypoxique pendant le 1er trimestre de 
grossesse, protégeant ainsi les villosités choriales du stress oxydant. Pendant la première 
partie du 1er trimestre de grossesse, les cytotrophoblastes extravilleux vont s’étendre et 
s'intercaler entre la couche syncytiotrophoblastique et la muqueuse utérine, recouvrant ainsi 
l’ensemble de la face maternelle du placenta d’une coque trophoblastique (voir figure 9 et 
figure 10).  Elle semble présente à partir de la 5ème SA et disparaît graduellement à partir de la 
10ème SA. Les cytotrophoblastes extravilleux de cette coque trophoblastique vont également 
proliférer à l’intérieur les artères spiralées maternelles, ce sont les cytotrophoblastes 
extravilleux endovasculaires. Ils vont former rapidement des bouchons trophoblastiques, 
obstruant les artères spiralées et empêchant ainsi le sang maternel fortement oxygéné de 
pénétrer dans l’espace intervilleux (voir figure 10). Un percolât dépourvu d’éléments figurés 
sanguins remplit alors l’espace intervilleux, grâce à la filtration du sang maternel au travers 
des bouchons trophoblastiques, maintenant l’espace intervilleux dans un environnement 
hypoxique (Burton et al. 2002, Hustin and Schaaps 1987). Ces bouchons ont pour fonction de 
protéger le placenta d’une oxygénation trop précoce, et ainsi de lui permettre de bénéficier 
 
  
Figure 9 : Représentation schématique des villosités choriales. Schéma adapté de 
http://homepage.mac.com/danielbalas/EMBRYO/embdes/embdes22.jpg  
 
        
Figure 10 : Coque trophoblastique (en gris). Schéma adapté de (Fournier et al. 2007).  
 
 





d’un environnement pauvre en oxygène jusqu’à la fin du 1er trimestre environ, ce qui est 
nécessaire à la poursuite d’une grossesse normale. 
 
Au début du développement placentaire, les villosités se développent tout autour de 
l’embryon et forment une « boule chevelue » (voir 6 SA figure 11, à gauche). Vers la fin du 
1er trimestre, les villosités vont régresser sur une grande partie de cette sphère, ne laissant plus 
que les membranes fœtales, formées de l’amnion et du chorion (voir Trois mois figure 11, à 
droite). Les mécanismes régulant ces événements sont encore mal connus, mais seraient liés à 
la fonctionnalité des bouchons trophoblastiques qui obstruent les artères spiralées maternelles 
pendant la première partie du 1er trimestre de grossesse. En effet, la profondeur de l’invasion 
trophoblastique serait différente selon les régions placentaires, avec une invasion superficielle 
à la périphérie et une invasion plus profonde au centre du placenta (Pijnenborg et al. 1980, 
Pijnenborg et al. 1981). C’est l’oxygène et ses dérivés actifs qui induiraient l’apoptose des 
trophoblastes et provoqueraient une involution des villosités (Jauniaux et al. 2003). 
L’invasion différentielle des artères spiralées par les cytotrophoblastes extravilleux 
endovasculaires participerait à la formation de bouchons trophoblastiques moins fonctionnels 
au fur et à mesure que l’on s’éloigne du centre du disque placentaire. Un flux sanguin 
maternel oxygéné toucherait alors en premier les villosités situées en périphérie du disque 
placentaire en développement, ce qui ne permettraient qu’aux villosités les plus proches de 
l’insertion du cordon ombilical de se développer et de se protéger de l’oxygène transporté par 
le sang maternel. (Burton et al. 2003, Jauniaux et al. 2000b, Jauniaux et al. 2003).  
 
1.5 Remodelage des artères spiralées maternelles  
Dès la fin du 1er trimestre de la grossesse, les bouchons trophoblastiques s’ouvrent 
progressivement et permettent au sang maternel oxygéné de pénétrer dans la chambre 
intervilleuse. Cet afflux de sang maternel dans l’espace intervilleux est un processus 
progressif, où la communication avec les artères spiralées maternelles est établie au départ 
pour un faible nombre de vaisseaux aux alentours de 10 SA, puis augmente rapidement 
(Burchell 1967). A partir des 10-12ème SA, les TEV vont se différencier, acquérir un 
phénotype invasif transitoire et envahir l’endomètre ainsi que le premier tiers du myomètre4.  
 
                                                 
4
 couche musculeuse interne de la paroi utérine. 
  
Figure 11: Morphologie du placenta au 1er trimestre. Boule chevelue (à gauche). Régression des villosités 
sauf celles situées autour du cordon (à droite). Schémas adaptés de © Encyclopaedia Britannica, Inc. 




Figure 12 : Les trophoblastes extravilleux. Ils migrent et viennent coloniser les artères spiralées 




On distingue deux populations de TEV : les cytotrophoblastes extravilleux endovasculaires et 
les cytotrophoblastes extravilleux interstitiels, qui participent ensemble au remodelage des 
artères spiralées (voir figure 12) (Kaufmann et al. 2003). Les TEV endovasculaires migrent en 
suivant la lumière vasculaire pendant le 1er trimestre et la première moitié du 2ème trimestre de 
la grossesse, et remplacent progressivement les cellules endothéliales. Les TEV interstitiels 
quant à eux envahissent la muqueuse utérine, migrent et érodent les parois des artères 
spiralées. Cette infiltration trophoblastique nécessite la mise en œuvre de mécanismes 
permettant aux trophoblastes d'adhérer aux matrices extracellulaires, de les dégrader 
localement et de migrer aux travers des zones digérées. La répétition de ces trois étapes 
fondamentales assure la progression continue du trophoblaste. 
 
La migration trophoblastique est soumise à un strict contrôle spatio-temporel. Avant 
l’invasion des TEV, la paroi des artères spiralées est modifiée avec une infiltration de 
leucocytes, une vacuolisation des cellules endothéliales, une désorganisation et une 
hypertrophie des cellules musculaires lisses (Craven et al. 1998, Harris 2010). L’invasion 
trophoblastique est contrôlée par de nombreux facteurs comme la concentration en oxygène, 
avec une inhibition de la différenciation et de l’invasion sous condition hypoxique (2% d’O2) 
(Genbacev et al. 1997, Zhou Y. et al. 1998), le Transforming Growth Factor  β  (TGF-β), qui 
inhibe la migration des TEV (Irving and Lala 1995), alors que l’Epidermal Growth Factor 
(EGF) induit l’invasion (Bass et al. 1994). Cet envahissement trophoblastique est responsable 
de la modification des caractéristiques d'élasticité des artères spiralées, les transformant en 
vaisseaux dilatés, de plus basse résistance et de haut débit (voir figure 13). Le remodelage de 
la paroi artérielle se caractérise par un œdème, un remplacement des cellules endothéliales par 
les trophoblastes, ainsi qu’une destruction de la tunique musculaire et des lames élastiques 
internes, qui sont alors remplacées par du tissu fibreux. La paroi fibreuse devient alors atone, 
insensible aux éléments vasoactifs, ce qui permet un flux constant dans l’espace intervilleux 
(Harris and Aplin 2007, Pijnenborg et al. 1983). Ainsi, seules les artères entourées de 
trophoblastes montrent d’importantes altérations de leurs structures.  
 
Lors du remodelage des artères spiralées maternelles, les TEV endovasculaires se 
transforment alors en véritables cellules endothéliales, et expriment diverses protéines 
d'adhésion considérées comme spécifiques des cellules endothéliales vasculaires. Les cellules 
trophoblastiques sont donc capables d'un véritable mimétisme moléculaire, leur permettant 
d'envahir et de détruire les segments distaux des artères utérines (Zhou Y. et al. 1997b).  
 Figure 13: Remodelage des artères spiralées maternelles à la fin du 1er trimestre de grossesse. Les 











Ce remodelage les transforme en vaisseaux à faible résistance, permettant ainsi un fort débit 
sanguin dans l’espace intervilleux (voir figure 13). Il a pour conséquence directe 
l’augmentation du débit sanguin en faveur du placenta. La circulation provenant des artères 
utérines se dirige alors au travers des vaisseaux remodelés vers l’espace placentaire, où le 
sang est désaturé pour être repris par les veines efférentes du placenta (voir figure 14). Cette 
conversion doit se dérouler à la fin du 1er trimestre pour que la grossesse continue de manière 
optimale (Zhou Y. et al. 1997a).  
1.6 Evolution des villosités  
Par définition, toutes les villosités vascularisées détaillées plus loin sont des sous-classes des 
villosités tertiaires. Les villosités mésenchymateuses possèdent une couche de 
cytotrophoblastes complète, une couche de syncytiotrophoblastes, un stroma abondant et 
lâche, et quelques cellules de Hofbauer5. Les capillaires fœtaux sont peu développés et peu 
nombreux. L'enveloppe trophoblastique génère de nombreux bourgeons trophoblastiques 
constitués initialement par des syncytiotrophoblastes, mais rapidement colonisés par des 
cytotrophoblastes et du mésenchyme. L'évolution de ces villosités tertiaires va se faire vers un 
nouveau type de villosités mieux adaptées aux besoins accrus de l'embryon (voir figure 15). 
De la 9ème et jusqu'à la 16ème SA, les villosités tertiaires s'allongent, se ramifient et se 
modifient pour constituer les villosités intermédiaires immatures, qui génèrent à leur tour des 
bourgeons trophoblastiques, donnant naissance à de nouvelles villosités (Castellucci et al. 
1990). Elles ont une structure proche des villosités mésenchymateuses avec une couche 
importante de cytotrophoblastes, une couche de syncytiotrophoblastes parfois dispersée, des 
cellules de Hofbauer nombreuses, mais un stroma lâche et moins abondant que dans les 
villosités mésenchymateuses. On trouve un réseau vasculaire fœtal complet avec artérioles, 
capillaires et veinules, mais qui occupe une petite partie de l’axe villositaire. Les villosités 
intermédiaires immatures assurent une croissance rapide des villosités choriales.  
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 macrophages fœtaux. 
  










Figure 16 : Organisation des capillaires fœtaux. Ils sont ici en boucles dans un groupe de villosités 





Les bourgeonnements de ces villosités sont dans un premier temps des villosités 
mésenchymateuses. 
 
La transformation progressive des villosités intermédiaires immatures en villosités souches, 
qui servent d’échafaudage à la structure placentaire, commence dès le 1er trimestre de 
grossesse, et continue jusqu’au terme. De ce fait, le nombre de villosités intermédiaires 
immatures décroît au fur et à mesure que la grossesse avance. Les villosités souches sont 
caractérisées par une fibrose stromale autour des vaisseaux fœtaux centraux. A partir de la 
26ème SA se développent des villosités plus longues et grêles à partir des villosités 
intermédiaires immatures, et dans lesquelles le réseau capillaire fœtal est encore renforcé : il 
s'agit des villosités intermédiaires matures (Kaufmann 1982, Kaufmann et al. 1985). Elles 
représentent 25% des villosités retrouvées dans un placenta à terme. Les vaisseaux fœtaux 
représentent la moitié de l’axe villositaire dans un stroma très lâche. La couche syncytiale est 
régulière et les cytotrophoblastes encore bien présents. Jusqu’à la fin du 2ème trimestre, 
l’augmentation de la surface d’échange se fait par bourgeonnement. A partir de la formation 
des villosités intermédiaires matures, il n’y a plus de maturation possible en villosités 
souches, et elles développent alors des petites ramifications : les villosités terminales ou 
libres, qui forment une structure en grappe hautement vascularisée (voir figure 16 et 17). Le 
réseau vasculaire occupe alors presque toute la place et se retrouve très proche de la couche 
syncytiale : c’est la formation de membranes vasculo-syncytiales avec un amincissement de la 
barrière fœto-placentaire. Les villosités terminales représentent environ 60% des villosités 
retrouvées dans le placenta à terme.  
 
A la fin de la grossesse on trouvera donc dans le placenta des zones hétérogènes, composées 
de parts variables de chacune des six types de villosités : 
 
- les villosités souches 
- les villosités mésenchymateuses 
- les villosités intermédiaires immatures  
- les villosités intermédiaires matures 
- les villosités terminales ou libres 
- les bourgeons trophoblastiques 
 
 
 Figure 17 : Vascularisation fœtale d’une villosité terminale. (A, x 650) Vaisseaux de trois villosités 
terminales (ou libres) d’une villosité intermédiaire mature. (B-C-D-E, x 800) Coupes transversales à 
différents niveaux de la villosité. On note que le réseau vasculaire est hautement développé et occupe 
presque toute la place dans les villosités terminales (D, E) contrairement aux villosités intermédiaires 
matures (B). A l’extrémité des villosités terminales, les capillaires se retrouvent très proches de la couche 












Figure 18 : Le placenta à terme constitué d'une face fœtale (en haut) et d'une face maternelle (en bas). 






Les villosités souches assurent une stabilité mécanique de l'arbre villositaire, les villosités 
intermédiaires immatures sont le lieu de prolifération du trophoblaste et des bourgeons 
trophoblastiques. Les villosités tertiaires génèrent la croissance en longueur de l'arbre villeux. 
Enfin, les villosités intermédiaires matures, dont sont issues les villosités libres ou terminales 
avec une vascularisation fœtale maximale, constituent 40% du volume, et 50% de la surface 
d'échange du placenta à terme (Gruenwald 1977). 
1.7 Morphologie du placenta à terme 
A la naissance, le placenta est constitué de deux surfaces (voir figure 18). 
- la face maternelle s'insère sur la muqueuse tapissant la paroi de la cavité utérine et est 
composée de multiples cotylédons (en moyenne entre 15 et 28). Ils ne sont pas en contact 
avec la poche des eaux. Ils sont généralement individualisés et forment sur la face externe une 
galette bien identifiable. Ces cotylédons sont fragiles, et sont souvent lésés au moment de la 
délivrance du placenta.  
- La face fœtale, face sur laquelle s'insère le cordon ombilical, donne sur la cavité du sac 
amniotique. 
 
1.8 Conséquences d’un développement placentaire humain 
pathologique : le Retard de Croissance Intra-Utérin (RCIU) et la 
Toxémie Gravidique (TG) 
 A. Le Retard de Croissance Intra-Utérin (RCIU) 
Cette pathologie est caractérisée par une croissance insuffisante du fœtus par rapport à un 
potentiel génétique et nutritionnel de départ. En général, il est défini par un poids de naissance 
inférieur au 10ème percentile pour le sexe et l’âge gestationnel du fœtus, ce qui signifie que le 
poids de naissance du nouveau-né appartient aux 10% des plus petits poids pour ce sexe et cet 
âge gestationnel donné (Battaglia and Lubchenco 1967, Usher and McLean 1969). Il peut 
parfois être défini par un poids inférieur au 3ème percentile pour les RCIU sévères, mais il 
n’existe pas de consensus à ce jour. Les courbes de référence changent en fonction de la 
population étudiée, car il est important de faire la différence entre le RCIU et les fœtus petits 
constitutionnels. Pour cela, il existe des tables pour le situer en fonction des mesures 





Le RCIU affecte 8% des grossesses en moyenne et est en relation étroite avec un 
développement anormal du placenta (Krebs et al. 1996, Regnault et al. 2002, Sibley et al. 
2005). Les causes d’un RCIU peuvent également être d’origine fœtale (aneuploïdie, 
anomalies fœtales, etc.) ou maternelle avec des maladies préexistantes d’origine endocrine, 
cardiovasculaire, ou encore des infections (Cetin and Alvino 2009). Lorsque le placenta 
contribue au RCIU, aucune thérapie « placentaire » n’existe pour remédier à ce défaut qui met 
en jeu le pronostic fœtal, et laisse de ce fait deux issues possibles pour la grossesse :  
- poursuivre son déroulement au risque d’augmenter la probabilité d’anomalies de 
développement et/ou de mort pour le fœtus ;  
- ou provoquer l’accouchement avec tous les risques associés à la prématurité.  
 
Le RCIU est à l’origine de nombreuses complications à court et long terme, et influence l’état 
de santé à l’âge adulte. En effet, le RCIU est non seulement une cause majeure de morbidité et 
mortalité périnatales, mais il peut également participer à l’apparition de nombreuses 
pathologies à l’âge adulte, comme le diabète, l’hypertension, ou les maladies 
cardiovasculaires (Barker 1992, Bernstein et al. 2000, Henriksen 1999). Pendant la grossesse, 
le placenta est au cœur des échanges de nutriments et d’oxygène nécessaires au 
développement optimal du fœtus. Il a été démontré que les placentas de grossesses RCIU 
possédaient de nombreuses caractéristiques pathologiques, avec entre autres, une 
augmentation de l’apoptose placentaire, une augmentation de l’épaisseur de la barrière 
placentaire, une invasion et transformation incomplète des artères spiralées maternelles, un 
défaut de différenciation trophoblastique (avec une baisse de la prolifération des 
cytotrophoblastes et une diminution de l’aire syncytiotrophoblastique) et une angiogenèse 
anormale (Allaire et al. 2000, Arroyo and Winn 2008, Chen C. P. et al. 2002, DiFederico et 
al. 1999, Ishihara et al. 2002, Jackson et al. 1995, Khong et al. 1986, Levy and Nelson 2000, 
Mayhew et al. 2003, Smith et al. 1997, Torry et al. 2004). 
 
             
Figure 19 : Schéma classique des principales étapes nécessaires à la survenue de la TG.  
sVEGFR-1 : récepteur soluble de type 1 au VEGF ; SF : souffrance fœtale ; MFIU : mort fœtale in utero ; 
HELLP6 : Hemolysis Elevated Liver enzymes & Low Platelet count. 
 
                                                 
6association syndromique d'une anémie hémolytique (destruction excessive des hématies), d'une cytolyse 
hépatique (destruction des cellules hépatiques = les hépatocytes) et d'une thrombopénie (diminution du nombre 




 B. La Toxémie Gravidique (TG) 
La TG, ou pré-éclampsie (PE), est une pathologie spécifiquement humaine caractérisée par 
une hypertension artérielle (supérieure à 14/9 cmHg) et une protéinurie (supérieure à 
0,3g/24h) qui apparaissent à partir de 20 SA. C’est une pathologie fréquente qui touche 2 à  
10 % des grossesses, selon la définition choisie et la population étudiée (Roberts 2000, 
Roberts and Cooper 2001, Sibai et al. 2005, Walker 2000). Les symptômes apparaissent à 
partir du 2ème trimestre de grossesse et représentent une menace maternelle et fœtale très 
sérieuse. L'interruption de la grossesse avec extraction du placenta, et donc de l'enfant, 
associée à un traitement général puissant (anti-hypertenseurs, sulfate de magnésium pour 
limiter l'apparition de l'éclampsie7), visera à éviter la mort de la mère, et si possible du fœtus. 
De ce fait, elle est responsable de 50% de la prématurité induite, et représente la première 
cause de morbidité fœto-maternelle. Les causes de la TG sont encore mal comprises à ce jour 
et aucun traitement n’est pour l’instant disponible. Il est néanmoins établi que la présence du 
placenta est à la fois nécessaire et suffisante à l’apparition de cette pathologie (Redman 1991). 
De ce fait, seule l’extraction placentaire permet actuellement la guérison. 
 
La physiopathologie de la TG reste encore imparfaitement comprise. Les causes de cette 
maladie apparaissent au cours du 1er trimestre de la grossesse, dès la formation du placenta, et 
seraient dues à la succession de plusieurs étapes. Premièrement, un défaut de remodelage 
vasculaire utérin, lié en grande partie à un envahissement trophoblastique trop superficiel des 
artères spiralées maternelles, entraînerait une perfusion insuffisante de la chambre 
intervilleuse, qui resterait dans un environnement hypoxique (Roberts 2000). De manière 
défensive, l’organisme maternel compenserait ce défaut par une augmentation de la tension 
artérielle, maintenant ainsi un niveau suffisant de perfusion du placenta, et permettant la 
poursuite de la grossesse. L’hypoxie placentaire ainsi installée entraînerait à son tour un stress 
oxydant, et participerait à la dysfonction généralisée du placenta, avec une libération accrue 
de débris syncytiotrophoblastiques et de facteurs dans la circulation maternelle (comme des 
radicaux libres, des lipides oxydés, le récepteur soluble de type 1 au VEGF ou l’endogline 
soluble par exemple). L’ensemble de ces altérations participerait à la dysfonction endothéliale 
maternelle généralisée, ce qui explique l’atteinte de plusieurs organes dans la TG (cerveau, 
reins, foie, poumon …) (voir figure 19) (Roberts et al. 1989, Roberts 2000).  
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Il est classiquement admis que la cause de la dysfonction placentaire serait l’hypoxie 
placentaire, mais aucune preuve directe n’a été mise en évidence jusqu’à présent (comme par 
exemple la mesure de pO2 de l’espace intervilleux lors de grossesses avec TG). Il existe 
néanmoins des éléments indirects en faveur de l’hypoxie placentaire comme la surexpression 
de HIF-1α par exemple. D’autres hypothèses concernant les causes de la dysfonction 
placentaire ont été proposées comme des phénomènes d’hypoxie-réoxygénation (Hung et al. 
2002, Hung et al. 2004) ou d’hyperoxie (Kingdom J. C. and Kaufmann 1997). Actuellement, 
la TG est considérée comme une pathologie maternelle secondaire à une dysfonction 
placentaire dont les origines sont diverses, et qui est responsable de la libération de facteurs 
dans la circulation maternelle déclenchant une dysfonction endothéliale systémique (Redman 
and Sargent 2000, 2001). 
La TG peut être associée avec le RCIU dans une grossesse, mais chacune de ces pathologies 
peut également exister seule. Malgré les similitudes dans les anomalies de développement 
placentaire dans le RCIU et la TG, ce sont deux pathologies distinctes qui possèdent des 
caractéristiques qui leur sont propres (Boyd and Scott 1985, Egbor et al. 2006, Long et al. 






Figure 20 : Les différentes étapes de la vasculogenèse et de l'angiogenèse. Schéma adapté de (Charnock-




II. L’angiogenèse placentaire  
Le système reproducteur de la femme est le siège de processus d'angiogenèse, tant au niveau 
des organes (comme les ovaires, l'utérus, ou la glande mammaire) que pour les processus 
d’implantation et de placentation. La naissance à terme d’un bébé en bonne santé dépend 
grandement des processus d’angiogenèse, qui sont régulés finement dans l'espace et dans le 
temps. Dans certaines pathologies de la grossesse, l’angiogenèse est perturbée et peut 
entraîner de nombreuses complications de la grossesse : des fausses couches précoces et 
tardives, des morts in utero, des RCIU, une prématurité et des TG (Kingdom J. et al. 2000). 
Le placenta est un organe qui présente un réseau vasculaire particulièrement développé 
(Burton and Jauniaux 1995), ce qui est essentiel pour les échanges fœto-maternels, mais aussi 
pour l’architecture même de la villosité choriale via un rôle mécanique sur la croissance 
placentaire (Burton et al. 2009). La compréhension de la physiologie de l’angiogenèse et des 
facteurs de croissance impliqués pourrait non seulement améliorer la prévention et le 
traitement des pathologies obstétricales, dont les conséquences sont lourdes, mais aussi 
permettre d’élargir les connaissances dans de nombreux autres domaines médicaux, y compris 
les maladies tumorales. 
2.1 Le réseau vasculaire   
Les organismes unicellulaires, et ceux dont la taille ne dépasse pas les capacités de diffusion 
des gaz et des substances solubles, n’ont pas de système vasculaire. La limite de diffusion de 
l’oxygène est de 100 à 200 µm (Carmeliet and Jain 2000). La vie cellulaire est alors 
uniquement dépendante des concentrations de gaz et solutés dans le liquide environnant la 
cellule ou le micro-organisme. L’embryon de mammifère ne se compose au début que d’un 
amas de cellules, mais l’apparition d’un réseau vasculaire apparaît rapidement nécessaire pour 
la croissance de l’embryon. Le développement de ce réseau repose sur la vasculogenèse, qui 
comprend la formation de novo de vaisseaux sanguins à partir de précurseurs dérivés du 
mésoderme ; et de l’angiogenèse, qui implique la création de nouveaux vaisseaux à partir de 
vaisseaux préexistants (voir figure 20) (Folkman and Shing 1992, Risau and Flamme 1995, 











Figure 21 : La vasculogenèse. Elle comprend la formation d’îlots sanguins et leur assemblage en réseaux 





 A. La formation des vaisseaux sanguins  
Les vaisseaux sanguins peuvent se former selon deux processus : la vasculogenèse et 
l'angiogenèse (voir figure 20) (pour revue voir (Patan 2000)). La vasculogenèse est à l’origine 
de la formation de ces vaisseaux durant le développement embryonnaire pour donner un 
réseau vasculaire primitif grâce à la différentiation d’hémangioblastes (Poole and Coffin 
1989), précurseurs des cellules endothéliales et hématopoïétiques à partir du mésenchyme 
embryonnaire (voir figure 21). Il s'ensuit une prolifération et une migration des cellules 
endothéliales pour former l'arbre vasculaire primitif. 
a) La vasculogenèse  
Les premières cellules vasculaires apparaissent dans le sac vitellin8, en dehors de l’embryon 
lui-même, sous forme de cellules mésenchymateuses qui se différencient en hémangioblastes, 
donnant naissance à une première structure vasculaire appelée îlots sanguins. Au centre de 
cette structure, les hémangioblastes se différencient en cellules souches hématopoïétiques, 
précurseurs de tous les types de cellules sanguines. Les hémangioblastes en périphérie de ces 
îlots se différencient en angioblastes, précurseurs des cellules endothéliales. Pendant la 
deuxième phase de la vasculogenèse, les angioblastes prolifèrent et se différencient en cellules 
endothéliales, migrent et fusionnent les îlots sanguins entre eux, puis se remodèlent en 
structures tubulaires, les cordons hémangioblastiques, qui se connectent en un réseau de 
capillaires : le plexus capillaire primaire.  
 
Chez les amniotes9, les réseaux vasculaires primaires naissent dans deux régions distinctes et 
indépendantes : la vasculogenèse extra-embryonnaire se produit dans les îlots sanguins du sac 
vitellin et s’étend rapidement dans les villosités choriales ; et la vasculogenèse intra-
embryonnaire, issue de précurseurs d’angioblastes isolés, se situe dans le mésoderme 
entourant l’organe en développement. Ces cellules ne participent pas à la formation des 
cellules sanguines, comme c’est le cas dans les îlots sanguins extra-embryonnaires (Noden 
1989, Pardanaud et al. 1989, Risau 1995). Dans certains cas, les organes en développement 
produisent des facteurs paracrines qui induisent les vaisseaux sanguins à se former 
uniquement dans leur propre mésenchyme (Auerbach et al. 1985, LeCouter et al. 2001).  
                                                 
8
 une des annexes embryonnaires des amniotes9.  Il apparait vers le 10ème JPF. 
9
 vertébrés tétrapodes qui possèdent un sac amniotique qui  protège l'embryon, puis le fœtus. 
  


























Figure 24 : Représentation schématique du processus d’angiogenèse par intussusception. Schéma adapté 




b) L’angiogenèse   
Contrairement à la vasculogenèse, l’angiogenèse consiste en la formation de nouveaux 
vaisseaux sanguins à partir d’un réseau vasculaire préexistant. Elle se produit également 
pendant le développement embryonnaire et permet de créer des connections dans le réseau 
vasculaire initial, permettant une vascularisation mature. Elle permet également la formation 
de nouveaux vaisseaux sanguins chez l’adulte. L’angiogenèse a lieu en trois phases : 
initiation, prolifération-invasion et maturation-différentiation. Elle est impliquée dans de 
nombreuses situations physiologiques, avec un rôle important dans le cycle de la reproduction 
chez la femme, au cours de l’inflammation, et lors de la régénération tissulaire suite à une 
blessure. Elle peut également engendrer une néo-vascularisation excessive, et être impliquée 
dans l’apparition et/ou la progression de nombreuses pathologies comme le cancer, l’arthrite 
rhumatoïde, le diabète, les rétinopathies, ou encore le psoriasis (Carmeliet and Jain 2000, 
Carmeliet 2003). 
 Angiogenèse et expansion du réseau primaire  
La croissance, l’expansion et le remodelage du plexus vasculaire primaire en un réseau 
vasculaire mature se produisent lors de deux types de processus d'angiogenèse (voir figure  
22) : l’angiogenèse par bourgeonnement (voir figure 23), et l’angiogenèse par intussusception 
(voir figure 24) (Carmeliet and Jain 2000, Risau 1997). 
 
- L’angiogenèse bourgeonnante  
L’angiogenèse bourgeonnante nécessite la prolifération et migration des cellules endothéliales 
de la paroi du vaisseau pour former de nouveaux capillaires, par la suite stabilisés par le 
recrutement de cellules péri-endothéliales. 
Les étapes nécessaires pour l’angiogenèse bourgeonnante sont relativement bien connues 
(Carmeliet 2003, Cleaver and Melton 2003, Jain 2003). On distingue deux phases : la phase 
d’activation et la phase de stabilisation/maturation. 
La phase d’activation implique : 
⇒ la vasodilatation et l’augmentation de la perméabilité vasculaire,   
⇒ l’activation des protéases et la dégradation de la membrane basale,  
⇒ la prolifération et la migration des cellules endothéliales,  




La phase de stabilisation/maturation quant à elle implique : 
⇒ la reconstruction d’une membrane basale, ainsi que le recrutement de péricytes autour 
du capillaire pour former un vaisseau stable, ou de cellules de muscle lisse pour les 
artères et les veines. 
 
Ces étapes sont sous la dépendance de facteurs pro-angiogeniques et anti-angiogeniques 
(Papetti and Herman 2002). Les cellules endothéliales, les cellules de muscle lisse, les 
péricytes, les cellules inflammatoires et les fibroblastes participent toutes à ce processus. 
 
- L’angiogenèse par intussusception 
Contrairement à l’angiogenèse par bourgeonnement, l’angiogenèse par intussusception ne 
nécessite pas une prolifération importante des cellules endothéliales, mais plutôt un 
réarrangement des structures préformées (voir Figure 23). L’intussusception est un processus 
angiogenique au cours duquel un vaisseau existant peut se scinder en deux vaisseaux par 
compartimentation (Burri and Tarek 1990, Patan et al. 1996a, Patan et al. 1996b). Ce 
processus est initié par une invagination de la paroi du capillaire à l’intérieur de la lumière, et 
aboutit à la création d’une zone de contact entre les deux parois opposées du capillaire. Ce 
contact entraîne une réorganisation des jonctions entre les cellules endothéliales et la 
formation d’une séparation interstitielle, qui est rapidement envahie par des péricytes ou des 
myofibroblastes. Ces cellules péri-capillaires vont alors synthétiser une matrice extracellulaire 
permettant d’augmenter la séparation entre les deux vaisseaux fils (Djonov et al. 2003). 
L’intussusception permet également une diversification du diamètre des vaisseaux et de leur 
angle de branchement, ainsi qu’une hiérarchisation du réseau vasculaire (Djonov et al. 2003). 
 
 Remodelage et maturation du réseau vasculaire 
- Le remodelage vasculaire 
Le profil final du réseau vasculaire est déterminé par la croissance, l’extension ou la 
régression des différents segments qui le composent. On obtient ainsi un réseau continu 
constitué par la succession de vaisseaux de petits et gros diamètres (Risau 1997). Ce 
processus de remodelage est dépendant de l’environnement tissulaire dans lequel les 
vaisseaux se forment. Par exemple, la suppression du flux sanguin dans les capillaires en 












- La stabilisation du réseau vasculaire 
Les vaisseaux naissants sont stabilisés par deux processus : le recrutement de cellules 
accessoires ou cellules murales et l’élaboration d’une matrice extracellulaire commune aux 
cellules endothéliales et aux cellules accessoires. 
 
Les cellules murales, péricytes et les cellules de muscle lisse participent à la stabilisation 
vasculaire en inhibant la prolifération et la migration des cellules endothéliales (Darland and 
D'Amore 2001). Les précurseurs des cellules murales proviennent des tissus mésenchymateux 
chez l’embryon, de la moelle et du stroma osseux chez l’adulte (Carmeliet 2000). 
B. Les différents types de vaisseaux  
Le réseau vasculaire est formé de vaisseaux sanguins dont la morphologie diffère en fonction 
de leur nature (voir figure 25). Les capillaires sont les plus petits vaisseaux, et permettent la 
diffusion de l'oxygène et des nutriments vers les tissus environnants. Le sang arrive du cœur 
aux capillaires par des artères, des vaisseaux de plus grand calibre, et repart des organes vers 
le cœur par les veines. Ces trois types de vaisseaux sanguins diffèrent par la constitution de 
leur paroi vasculaire. En effet, suite au battement du cœur, un flux sanguin traverse les 
vaisseaux induisant les cellules endothéliales à émettre un signal vers les cellules 
mésenchymateuses environnantes. Ces dernières vont être induites à proliférer, migrer vers 
les cellules endothéliales puis se différencier en cellules péri-vasculaires, appelées péricytes 
pour les capillaires, et cellules de muscle lisse pour les artères et les veines. Il s'ensuit une 
phase de maturation pendant laquelle une interaction s'établit entre les cellules endothéliales 
et les cellules péri-vasculaires. Le contact entre ces deux types de cellules induit une 
stabilisation des cellules endothéliales en les rendant réfractaires aux stimuli pro- ou anti-
angiogeniques (Benjamin et al. 1998, Benjamin et al. 1999). Les cellules de muscle lisse vont 
s'apposer concentriquement autour des tubes de cellules endothéliales, afin de former une 
paroi vasculaire fonctionnelle. 
 
La paroi des gros vaisseaux, artères et veines, est composée de 3 couches différentes (voir 
figure 25 et 26). La tunica intima comprenant une couche pavimenteuse de cellules 
endothéliales en contact direct avec la circulation sanguine, la membrane basale et une couche 
interne élastique. La présence de valves anti-retour dans les veines facilite la circulation 
sanguine en empêchant le retour sanguin. Entourant cette structure, la tunica media est 
constituée de cellules de muscle lisse qui participent au contrôle du diamètre des vaisseaux, et  




Figure 27 : Les artérioles,  les veinules et les capillaires. Les artérioles et les veinules sont entourées des 
cellules de muscle lisse, alors que les capillaires sont entourés de péricytes (forme étoilée). Schéma adapté 








contribue à la régulation du tonus vasculaire. L’épaisseur de la couche de cellules de muscle 
lisse est plus importante dans les artères, ce qui permet un maintien dynamique des vaisseaux 
exposés à une forte pression sanguine. La dernière couche est la tunica adventitia, composée 
d’une couche de tissu conjonctif, qui contient des fibroblastes et des fibres de collagène. 
 
La vascularisation de l’organisme est essentiellement assurée par un réseau complexe 
d’artérioles et de veinules, ramifications des artères et veines, qui acheminent le sang et les 
nutriments à travers l’organisme (voir figure 27). Les artérioles et les veinules sont 
constituées d’une monocouche de cellules endothéliales et de cellules de muscle lisse plus ou 
moins éparses, implantées dans la lame basale des cellules endothéliales. Cependant, les 
échanges sanguins avec les tissus environnants se passent au sein d’un réseau complexe de 
capillaires, qui font le lien entre les artérioles et les veinules, et représentent la part la plus 
importante des vaisseaux sanguins. Les capillaires sont essentiellement constitués d’une 
monocouche de cellules endothéliales. Lors de leur ramification en capillaires, les cellules de 
muscle lisse des artérioles et des veinules sont remplacées par les péricytes, qui ont la même 
origine ontogénique, et partagent des caractéristiques phénotypiques communes avec les 
cellules de muscle lisse, mais diffèrent essentiellement par leur forme étoilée. Les capillaires 
eux-mêmes présentent des différences morphologiques importantes. En effet, les besoins 
particuliers des différents tissus de l’organisme, en termes de qualité et de quantité 
d’échanges, définissent un niveau de différenciation particulier en fonction des organes 
considérés (endothélium fenêtré dans certaines glandes endocrines ou continu dans le cerveau 
par exemple) (voir figure 28). 
 
Plus tardivement par rapport à la formation des vaisseaux sanguins, les vaisseaux 
lymphatiques se développent en bourgeonnant, puis en se détachant des veines préexistantes 
pour former un réseau parallèle, selon un processus que l'on appelle lymphangiogenèse. Les 
vaisseaux lymphatiques se forment aussi à partir de précurseurs des cellules endothéliales 







Figure 29 : Récepteurs des VEGFs et fonctions biologiques associées. sVEGFR-1 correspond à une forme 




C. Acteurs principaux de l’angiogenèse   
Le développement des organes et la régénération tissulaire chez les mammifères sont sous le 
contrôle de signaux de communication cellulaire impliquant particulièrement les facteurs de 
croissances. Parmi les cytokines impliquées dans la formation de nouveaux vaisseaux 
sanguins et dans l'assemblage correct de la paroi vasculaire, on trouve la famille des Vascular 
Endothelial Growth Factor (VEGF), des Fibroblast Growth Factor (FGF), Platelet-Derived 
Growth Factor (PDGF), des Angiopoïétines (Ang) et les Transforming Growth Factor-β 
(TGF-β). Parmi les divers facteurs angiogeniques, la famille la plus étudiée est celle des 
VEGF, qui a pour cible principale les cellules endothéliales.  
a) La famille des VEGFs  
La famille des VEGFs, qui sont des facteurs de croissance de l’endothélium vasculaire, est 
composée de cinq membres chez les mammifères : VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, 
et PlGF (Placental Growth Factor) (voir figure 29). Les homologues de VEGF produits par les 
virus Orf sont appelés VEGF-E, tandis qu’un autre homologue isolé du venin de serpent est 
dénommé VEGF-F. Ces facteurs se lient à trois récepteurs différents appelés VEGFR-1 (flt-
1), VEGFR-2 (flk-1 ou KDR) et VEGFR-3 (flt-4). Ils peuvent également se fixer à des co-
récepteurs appelés neuropiline-1 (NRP1) et neuropiline-2 (NRP2) et aux protéoglycanes à 
sulfate d'héparane10 (HSPG) dont font partie l’héparine11 et les héparanes sulfates12 (Cross M. 
J. et al. 2003, Neufeld et al. 1999). Les protéines VEGFs possèdent toutes un motif 
extrêmement conservé composé de 8 cystéines. Ce motif est impliqué dans des ponts 
disulfures intra ou inter-moléculaires qui permettent la formation des dimères de VEGF 
biologiquement actifs (Potgens et al. 1994). Les protéines VEGFs sont glycosylées et 
sécrétées (Salven et al. 1998). 
 VEGF-A  
Il est décrit comme un facteur clé du processus d’angiogenèse. Initialement, le VEGF-A a été 
mis en évidence comme étant un facteur de perméabilité vasculaire sécrété par les cellules 
tumorales (Senger et al. 1986), ce qui lui a valu son autre appellation de Vascular 
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 macromolécules associées à la membrane cellulaire et à la matrice extracellulaire, qui ont un rôle majeur dans 
les interactions matrice-cellule, cellule-cellule, et ligand-récepteur. 
11
 glycosaminoglycane et composant de la matrice extracellulaire. 
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Permeability Factor (VPF) (Senger et al. 1983). En 1989, d’autres groupes ont identifié un 
facteur de croissance sécrété capable d’induire la prolifération spécifique des cellules 
endothéliales, ils le nommèrent Vasculotropine (Plouet et al. 1989) et VEGF (Ferrara and 
Henzel 1989). Ce facteur de croissance présente une activité angiogène importante (Leung et 
al. 1989) et s’est révélé être identique au VPF (Keck et al. 1989). Le clonage de la 
Vasculotropine et du VEGF démontra que ces deux protéines étaient identiques. Le VEGF est 
fortement conservé entre les espèces. Il existe plusieurs isoformes de VEGF-A produites par 
épissage alternatif (VEGF121, 145, 165, 183, 189, 206), la plus abondante et la plus étudiée 
étant celle constituée de 165 acides aminés. Ces isoformes diffèrent dans leur partie C-
terminale, ce qui leurs confère des affinités différentes pour les héparanes sulfates de la 
membrane basale, et joue sur leur distribution dans les tissus (Houck et al. 1992, Park et al. 
1993). Les effets du VEGF-A sont modulés selon l'isoforme concerné. La sécrétion du 
VEGF-A est stimulée en réponse à l’hypoxie (Liu et al. 1995, Wang et al. 1995). VEGF-A 
tient un rôle central dans la phase d'activation de l'angiogenèse. En effet, il augmente la 
perméabilité des cellules endothéliales (Esser et al. 1998, Kevil et al. 1998, Kohn et al. 1992, 
Senger et al. 1983), stimule leur prolifération (Connolly et al. 1989, Ferrara and Henzel 1989, 
Gospodarowicz et al. 1989), leur migration (Dimmeler et al. 2000), et inhibe leur apoptose 
(Gerber et al. 1998). L'importance de VEGF-A dans l'angiogenèse a été montrée dans divers 
modèles expérimentaux in vivo. Chez la souris, l'inactivation d’un seul allèle du gène de 
VEGF-A conduit à une mort embryonnaire à E11-12 avec des défauts précoces de la 
vascularisation embryonnaire et du sac vitellin (Carmeliet et al. 1996, Ferrara et al. 1996). Le 
VEGF-A se lie avec une forte affinité sur ses deux récepteurs, le VEGFR-1 (flt-1) et le 
VEGFR-2 (flk-1, KDR) (de Vries et al. 1992, Terman et al. 1992). Les souris knock-out pour 
ces deux récepteurs meurent tôt au cours du développement embryonnaire à E8.5 et E9.5 à 
cause de défauts majeurs du développement des réseaux vasculaires vitellins et 
embryonnaires. En revanche, le VEGF-A ne montre pas d’affinité pour le VEGFR-3 (Shibuya 
and Claesson-Welsh 2006). Des nouvelles isoformes du VEGF-A ont été mises en évidence 
récemment et sont appelées isoformes b. Elles diffèrent dans les 6 derniers acides aminés de 
leur région C-terminale (Bates et al. 2002). Le VEGF165b est la première isoforme b à avoir 
été identifiée, puis d’autres ont également été décrites (Miller-Kasprzak and Jagodzinski 
2008, Perrin et al. 2005). Ces isoformes ont été rapportées pour avoir des effets anti-




 VEGF-B   
Le VEGF-B a été isolé à partir d’une banque d’ADN complémentaire issus de cœur de souris 
adultes et de cellules d’un fibrosarcome humain. Il se lie uniquement au VEGFR-1. Il est 
capable de former des hétérodimères avec le VEGF-A, qui lie le VEGFR-2. Il est mitogène 
pour les cellules endothéliales (Olofsson et al. 1996). Les souris déficientes en VEGF-B 
apparaissent normales à la naissance, mais présentent des anomalies dans le développement 
cardiaque post-natal. La mesure du flux coronarien suite à une ischémie/reperfusion montre 
que ces souris présentent des altérations dans la réponse physiologique à une ischémie 
cardiaque (Bellomo et al. 2000).  
 Le VEGF-C 
Isolé à partir de milieu de culture de cellules de carcinome de la prostate, c’est le premier 
ligand caractérisé de VEGFR-3 (Lee J. et al. 1996). Seule la forme mature peut se lier 
également au VEGFR-2 (Joukov et al. 1997). L’analyse du patron d’expression de VEGF-C 
et du VEGFR-3 (Kukk et al. 1996), ainsi que l’hyperplasie des vaisseaux lymphatiques 
engendrée par la surexpression de VEGF-C in vivo (Jeltsch et al. 1997), suggèrent un rôle 
important de ces molécules dans le développement des vaisseaux lymphatiques, ainsi qu’une 
forte implication dans la lymphangiogenèse tumorale et la dissémination des métastases 
(Pepper et al. 2003). 
 Le VEGF-D  
C’est le second ligand identifié de VEGFR-3. Ce facteur de croissance présente de fortes 
homologies structurelles et fonctionnelles avec le VEGF-C et constitue, avec celui-ci, une 
sous-classe dans la famille des VEGFs impliquée dans la régulation de la lymphangiogenèse 
(Achen et al. 1998). Leurs interventions au cours de l’angiogenèse par leur capacité à induire 
l’autophosphorylation de VEGFR-2 reste à établir (Byzova et al. 2002, Jeltsch et al. 1997). 
 Le VEGF-E  
Il a été cloné à partir du génome du parapoxvirus Orf et induit spécifiquement 
l’autophosphorylation de VEGFR-2 et non de VEGFR-1 (Meyer et al. 1999). 
 Le PlGF 
Le PlGF a été isolé à partir d’une banque d’ADN complémentaire de placenta humain, et 




Le gène plgf, situé sur le chromosome 14, produit quatre isoformes, PlGF-1, PlGF-2, PlGF-3 
et PlGF-4. PlGF se lie à VEGFR-1, à NRP-1 et NRP-2 (Adini et al. 2002, Persico et al. 1999). 
PlGF-1 et PlGF-2 sont capables de lier le VEGFR-1 (soluble ou non soluble) sous leur forme 
homodimérique PlGF/PlGF ou hétérodimérique PlGF/VEGF, formes qui ne sont pas 
nécessairement fonctionnelles (Eriksson et al. 2002). La possibilité de formation 
d’hétérodimères avec le VEGF peut constituer un niveau de régulation supplémentaire de 
l’activité biologique du VEGF, en forçant la formation du complexe de signalisation 
VEGF/VEGFR-2 (De Falco et al. 2002). PlGF stimule la prolifération, la migration et la 
survie des cellules endothéliales (Adini et al. 2002, Carmeliet et al. 2001, Fischer et al. 2007, 
Ziche et al. 1997). Il augmente également la prolifération des fibroblastes et des cellules de 
muscle lisse (Bellik et al. 2005). Il stimule l’angiogenèse et le recrutement de progéniteurs 
myéloïdes (Hattori et al. 2002, Luttun et al. 2002, Rafii et al. 2003). Récemment, 
l’implication de PlGF dans l’artériogenèse via son action sur l’activité des monocytes a été 
mise en évidence (Pipp et al. 2003). Contrairement au VEGF, il n’est capable de se lier qu’au 
VEGFR-1 (Park et al. 1994).  
b) Les autres facteurs 
Parmi les facteurs impliqués dans l’angiogenèse, on trouve également la famille des 
Fibroblast Growth Factor (FGF), Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), des Angiopoïétines 
(Ang) et les Transforming Growth Factor-β (TGF-β). 
 Les FGFs 
La famille des FGFs chez les mammifères se compose de 18 membres. FGF-1 et FGF-2 (ou 
bFGF pour basic Fibroblast Growth Factor) ont une séquence identique de 120 acides aminés 
environ, qui leur donne la capacité de lier l'héparine ou les HSPGs. Ces HSPGs sont 
indispensables pour les liaisons avec les récepteurs FGFRs. Les récepteurs aux FGFs 
possèdent une activité tyrosine kinase et sont au nombre de 4 : FGFR-1, FGFR-2, FGFR-3, et 
FGFR-4. Le FGF-2 est le premier facteur de croissance identifié possédant une activité 
angiogène (Ferrara 2002). Ce facteur paraît important au cours de l’angiogenèse par sa 
capacité à favoriser la prolifération, la migration et l’organisation tubulaire des cellules 
endothéliales, ainsi qu’à induire l’angiogenèse in vitro (Montesano et al. 1986). Il est aussi, du 
moins en partie, responsable de la libération de protéases susceptibles de dégrader la 
membrane basale, permettant ainsi la pénétration des cellules endothéliales vers l’espace 




 Les PDGFs 
Le PDGF fut initialement purifié à partir de plaquettes (Antoniades et al. 1979). Il existe 4 
formes de ce facteur, codées par quatre gènes (pdgf-a à d). Ces facteurs sont fonctionnels sous 
formes dimériques (homo ou hétérodimères), et ont des séquences proches de celle du VEGF 
(Andrae et al. 2008). Les PDGFs stimulent la prolifération des cellules de muscle lisse et des 
péricytes (D'Amore and Smith 1993), et augmentent la stabilité de la paroi vasculaire, en 
attirant et en intégrant ces cellules murales aux néo-vaisseaux (Hellstrom et al. 1999, Lindahl 
et al. 1997). 
 Les Angiopoïétines 
Les angiopoïétines tiennent un rôle primordial dans l’angiogenèse, et plus particulièrement 
dans la phase d'activation et dans la phase de maturation. Il existe 4 angiopoïétines (Ang-1 à 
4) et 2 récepteurs (Tie-1 et Tie-2) (Gale and Yancopoulos 1999, Runting et al. 1993, Sato T. 
N. et al. 1993). Les récepteurs sont exprimés par les cellules endothéliales et 
hématopoïétiques (Sato T. N. et al. 1993). Ang-1, qui a été identifié comme agoniste du 
récepteur Tie-2 (Davis S. et al. 1996), induit l'autophosphorylation de Tie-2, ce qui déclenche 
alors la phosphorylation de la protéine kinase Akt, protéine reconnue pour induire la survie et 
la quiescence des cellules endothéliales (Fiedler and Augustin 2006). Quant à Ang-2, il a été 
décrit comme un antagoniste du récepteur Tie-2, ce qui a pour effet de bloquer la signalisation 
d’Ang-1 via Tie-2, et d’induire un relâchement des jonctions intercellulaires (Maisonpierre et 
al. 1997). Lors de la phase de maturation, l'arrêt de la sécrétion d’Ang-2 permet le 
rétablissement de la voie Ang-1/Tie-2, et ainsi l’induction du resserrement des jonctions 
intercellulaires et la quiescence de l'endothélium (Thurston et al. 2000). 
 Les TGF-β 
La superfamille du TGF-β comprend un nombre important de facteurs de croissance 
structurellement reliés. La famille des isoformes du TGF-β comporte 5 membres, dont 3 chez 
les mammifères. TGF-β1 fut le premier membre de cette superfamille cloné (Derynck et al. 
1985), puis TGF-β2 (de Martin et al. 1987, Madisen et al. 1988), et enfin TGF-β3 (ten Dijke 
et al. 1988). La superfamille du TGF-β régule une multitude de processus dont la 
prolifération, la différenciation, la mobilité, l'adhésion et la mort cellulaire. Les membres de la 
famille TGF-β signalisent via un complexe hétéromérique de récepteurs transmembranaires 














Les combinaisons de récepteurs influent sur la spécificité de liaison des différents ligands (Shi 
Y. and Massague 2003). L’association d’un récepteur de type III dépourvu d’activité 
sérine/thréonine kinase, comme l’endogline, au complexe de récepteurs I et II peut favoriser 
l’effet biologique du ligand. La fonction majeure du TGF-β dans l’angiogenèse concerne la 
phase de maturation vasculaire (Hirschi et al. 1998, Sato Y. et al. 1990).  
c) L’hypoxie et HIF  
L’hypoxie correspond à la diminution de la pression partielle en oxygène. La réponse 
cellulaire à ce stress fait intervenir principalement le facteur de transcription HIF-1 (Hypoxia-
inducible factor-1), qui active de nombreux gènes importants pour l’adaptation et la survie 
cellulaire et tissulaire. Les facteurs de transcription HIFs sont des hétérodimères formés d’une 
sous-unité nucléaire HIF-1β, exprimée de manière constitutive et ubiquitaire, et d’une sous-
unité inductible α (Chen L. et al. 2009, Lee J. W. et al. 2004). Il existe trois isoformes α : HIF-
1α, HIF-2α et HIF-3α. HIF-1α est exprimé de façon ubiquitaire, HIF-2α et HIF-3α le sont de 
manière plus restrictive (Chen L. et al. 2009).  HIF-1α et HIF-1β sont des protéines de 826 et 
789 acides aminés, respectivement. Ces deux protéines contiennent une séquence de 
localisation nucléaire et un domaine bHLH (hélice boucle hélice basique). La région basique 
de ce domaine est essentielle à la fixation à l’ADN, alors que la région HLH est indispensable 
à la dimérisation de ces facteurs (Dunwoodie 2009). HIF-1α possède un domaine de 
dégradation dépendant de l’oxygène (ODD) permettant sa protéolyse en normoxie (voir figure 
30). Le facteur de transcription HIF-1 est situé à un carrefour de différentes voies de 
signalisation cellulaire. Son activité est régulée par un grand nombre de mécanismes et 
notamment par des modifications covalentes. 
 Régulation de HIF-1 dépendante de l’hypoxie 
L’activité des facteurs HIFs est majoritairement régulée au niveau post-traductionnel. 
L’expression du gène et la traduction de HIF-1α sont constitutives. En revanche, cette 
protéine est extrêmement labile, et sa demi-vie est de moins de 5 minutes en normoxie (Jewell 
et al. 2001).  
 
- En condition « normoxique » (c'est-à-dire supérieur à 5%) 
HIF-1α est hydroxylée sur les résidus proline 402 et 564 par trois hydroxylases dépendantes 
de l’oxygène (PHD1 à PHD3) possédant des activités biologiques distinctes (Schofield and 




tumeur VHL (Von Hippel Lindau), qui est un composant du complexe ubiquitine ligase E3 
(Ivan et al. 2001, Jaakkola et al. 2001, Kaelin 2002). Cette reconnaissance va entraîner 
l’ubiquitinilation d’HIF-1α, et son adressage au protéasome pour être dégradée. La présence 
d’oxygène est indispensable à l’activité des PHDs. L’inactivation de la PHD-2 est suffisante à 
la stabilisation de HIF-1α. De plus, les PHD-2 et PHD-3 sont induites en hypoxie sous la 
dépendance de HIF, ce qui constitue un rétrocontrôle négatif de ce système (Berra et al. 
2003). En condition de normoxie, l’acétylation de la lysine 532 de HIF-1α conduit également 
à sa dégradation après interaction avec la protéine VHL (Jeong et al. 2002). D’autres facteurs 
protéiques interviennent dans le contrôle de l’activité de HIF-1 en condition de normoxie 
comme le Factor Inhibiting HIF-1 (FIH-1)  et le p300/CBP interacting transactivator ED-rich 
tail 2 (CITED2) (Dunwoodie 2009).  
 
- En condition hypoxique 
Les différentes hydroxylations de HIF-1α sont bloquées et son acétylation inhibée, ce qui 
permet sa stabilisation et son hétérodimérisation avec HIF-1β pour former le facteur de 
transcription HIF-1 actif. Ce facteur se fixe sur les séquences HRE (hypoxia response 
element) présentes sur les promoteurs des gènes cibles (Semenza 2003). La stabilisation de 
HIF-1 est détectable pour des teneurs en oxygène inférieures à 5 %, et allant jusqu’à l’anoxie. 
Dans ces conditions, l’activité des PHDs diminue en fonction de la concentration en oxygène 
qui est un de leurs substrats. En dessous de 1,5 % d’oxygène, ces enzymes sont inhibées par 
des radicaux libres oxygénés (ROS) de type H2O2, ce qui contribue au blocage efficace de 
leurs activités (Brunelle et al. 2005; Guzy et al. 2005; Mansfield et al. 2005). 
 Régulation de HIF-1 indépendante de l’hypoxie 
Des stimulations cellulaires par des facteurs de croissance (Feldser et al. 1999; Richard et al. 
2000), des cytokines (Hellwig-Burgel et al. 1999) et des hormones (Richard et al. 2000; 
Gorlach et al. 2001) peuvent également conduire à une induction et une activation de HIF-1α. 
Beaucoup de ces facteurs sont augmentés pendant la grossesse, comme l’Angiotensine II 
(Irani and Xia 2008) ou le TGF-β3 par exemple (Caniggia et al. 1999), et agissent ainsi sur le 
développement placentaire. Contrairement aux effets observés en hypoxie, l’activation de HIF 









Figure 31 : Principales étapes de vasculogenèse et angiogenèse placentaire. L’âge gestationnel est exprimé 







2.2 Développement vasculaire placentaire  
Le placenta est un organe hautement vascularisé. A la fin de la grossesse, son réseau 
vasculaire mesure environ 550 km de long et 15m² de surface (Burton and Jauniaux 1995). Le 
placenta doit subvenir aux besoins métaboliques croissants du fœtus tout au long de la 
grossesse, ce qui implique un développement rapide de l’organe pour répondre aux 
changements constants, et une certaine plasticité vasculaire. La croissance placentaire est 
assurée non seulement par la prolifération et la différenciation trophoblastique, qui contribue 
à augmenter l’aire syncytiale au cours de la grossesse, mais surtout par le développement du 
réseau vasculaire qui est un acteur majeur du développement des villosités choriales. De ce 
fait, la vasculogenèse et l’angiogenèse sont deux processus qui ont une grande importance 
pour le développement placentaire et la croissance fœtale, qui dépendent non seulement des 
réseaux vasculaires fœtaux et maternels, mais aussi de l’augmentation du flux sanguin dans 
ces deux systèmes vasculaires à mesure que la gestation avance (voir figure 31). 
 
 A. Vasculogenèse placentaire   
La vasculogenèse placentaire se déroule entre le 21ème et le 32ème JPF environ, correspondant 
à 5-7 SA, période pendant laquelle se déroule la formation de vaisseaux sanguins fœto-
placentaires (Demir et al. 1989, Knoth 1968). Cette vascularisation placentaire est le résultat 
de la formation de novo de capillaires, plutôt que de l’avancée de vaisseaux embryonnaires 
dans le placenta. Au stade où la vasculogenèse commence, l’arbre villositaire n’est alors 
formé que de villosités primaires et de villosités secondaires. Avant la formation des premiers 
vaisseaux, les cellules de Hofbauer apparaissent dans le mésenchyme, et expriment des 
facteurs angiogènes, suggérant un rôle paracrine possible dans l’initiation de la vasculogenèse 
(Ahmed et al. 1995). Les cellules hémangioblastiques, précurseurs des cellules endothéliales 
contenus dans le mésenchyme, vont alors se différencier in situ et former de petits îlots, puis 
des cordons, juste en dessous de la couche trophoblastique. Ces cordons vont acquérir 
graduellement une lumière, probablement par un phénomène d’apoptose (Tertemiz et al. 
2005), et s’unir pour former les premiers vaisseaux (Demir et al. 1989, Dempsey 1972). Des 
érythrocytes nucléés, provenant de la différenciation les hémangioblastes du centre des îlots 
sanguins, sont alors présents dans la lumière de ces vaisseaux (Burton et al. 2009). Ces 
nouvelles structures vasculaires vont progressivement s’allonger et se connecter au plexus 








Figure 32 : Angiogenèse arborescente modérée à 8 SA (à gauche : x 500). Vascularisation placentaire par 







Figure 33 : Angiogenèse arborescente  importante à 20 SA (à gauche x 400) avec formation de boucles de 
capillaires. Vascularisation placentaire par marquage anti-CD34 par immunohistochimie (à droite x500) 





l’établissement de la circulation fœto-placentaire entre le 32ème et 35ème JPF. Le cœur du fœtus 
commence à battre aux alentours de la 5ème SA, mais la circulation fœto-placentaire effective 
ne débute qu’aux alentours de la 7ème SA, car les érythrocytes nucléés imposent une forte 
résistance à la circulation par leur manque de déformabilité (Jauniaux et al. 1991b). La 
proportion en érythrocytes nucléés chutera rapidement à la fin du 1er trimestre, ce qui aura 
pour effet d’abaisser la résistance circulatoire (Burton et al. 2009). 
 
Les cellules endothéliales placentaires sont de type non fenêtré, et sont reliées aux autres 
cellules du vaisseau (principalement des cellules stromales et des péricytes) via des jonctions 
serrées et adhérentes alors immatures, suggérant une haute plasticité et perméabilité de ces 
vaisseaux sanguins (Heinrich et al. 1976, Jones and Fox 1991, Leach et al. 2002). A 6 SA, les 
capillaires placentaires se situent préférentiellement en périphérie de la villosité (à proximité 
de la couche de trophoblastes), avec quelques vaisseaux un peu plus gros au centre du 
mésenchyme (Burton et al. 2009). 
B. L’angiogenèse placentaire   
Le système vasculaire placentaire subit d’importants remodelages tout au long de la 
grossesse. Du 1er au début du 2ème trimestre, les capillaires placentaires augmentent 
progressivement en nombre, volume et surface (Jauniaux et al. 1991a, te Velde et al. 1997). 
L’allongement des capillaires augmente fortement aux alentours de la 27ème SA, provoquant 
une augmentation exponentielle de la longueur totale des capillaires jusqu’au terme (Mayhew 
2002). L’étape d’angiogenèse, qui se déroule à partir du 32ème JPF jusqu’à la fin de la 
grossesse, est cruciale pour la survie embryonnaire par ses actions sur le développement 
vasculaire placentaire, et l’établissement de la circulation fœto-maternelle. Elle peut être 
divisée en trois étapes qui se superposent dans le temps.  
a) Du 32ème JPF à la 27ème SA 
La formation du réseau capillaire se fait principalement par angiogenèse arborescente 
(angiogenèse avec branchements) (voir figure 31 b-c). Jusqu’aux alentours de la 11ème SA, la 
croissance vasculaire se fait davantage par élongation de vaisseaux préexistants (angiogenèse 
non arborescente) que par bourgeonnement (voir figure 31 b et figure 32), ce qui conduit à 
une vascularisation moyennement développée. Au fur et à mesure que la grossesse avance et 













Figure 34 : Angiogenèse sans branchement à terme avec allongement des capillaires (à gauche x 700). 
Vascularisation placentaire par marquage anti-CD34 par immunohistochimie (à droite x180)  (Kaufmann 




 vasculaire se développe plus intensément (voir figure 31 c et figure 33), principalement sous 
la surface trophoblastique. 
b) De la 17ème à la 34ème SA 
Les villosités intermédiaires immatures centrales vont alors se transformer en tronc 
villositaire par la régression du réseau capillaire périphérique, la différentiation en artérioles et 
en veinules des capillaires centraux et la formation de vaisseaux souches centraux.  
c) De la 27ème SA au terme 
Une fois la viabilité du fœtus atteinte aux environs de la 27ème SA, un changement dans le 
développement des villosités placentaires apparaît. Par une angiogenèse non arborescente 
(angiogenèse sans branchement), les villosités mésenchymateuses se transforment enfin en 
villosités intermédiaires matures, où la croissance des capillaires excède la croissance des 
villosités elles-mêmes (voir figure 34). Ces boucles de capillaires, qui se développent 
latéralement, apportent le sang fœtal encore plus près de l’espace intervilleux pour former les 
villosités terminales. Elles apparaissent exponentiellement pendant le troisième trimestre de la 
grossesse (Kingdom J. et al. 2000). Cette angiogenèse non arborescente se déroule dans un 
milieu normoxique. 
 
Dans une certaine mesure, la morphologie des villosités reflète les processus d’angiogenèse. 
Au premier trimestre, les villosités intermédiaires immatures ont un calibre large, une couche 
épaisse de trophoblastes et un réseau complexe de capillaires qui entoure les vaisseaux 
centraux. Par contre, au troisième trimestre, les structures villositaires sont allongées avec une 
couche trophoblastique mince et un réseau étroit de boucles de capillaires. La couche 
trophoblastique est plastique, et s’adapte aux changements du réseau vasculaire tout au long 




2.3 Régulation de l’angiogenèse placentaire  
La régulation moléculaire de la vasculogenèse et de l’angiogenèse placentaire dépend de 
nombreux facteurs aux repères spatio-temporels bien précis. Les principaux régulateurs de 
l’angiogenèse placentaire connus à ce jour sont le VEGF-A, les PlGFs, les angiopoïétines, 
l’hypoxie et l’hCG (Valdes and Corthorn 2011).  
A. Les facteurs de croissance  
Un certain nombre de facteurs de croissance angiogènes sont produits et localisés dans le 
placenta humain, avec entre autres les FGFs (Ferriani et al. 1994, Muhlhauser et al. 1996, 
Shams and Ahmed 1994), les PlGFs (Khaliq et al. 1996, Vuorela et al. 1997), et le VEGF-A, 
qui a été le facteur le mieux étudié jusqu’à aujourd’hui (Ahmed et al. 2000, Sharkey et al. 
1993, Shore et al. 1997, Vuorela et al. 1997, Wheeler et al. 1995). Leurs récepteurs ont été 
également localisés dans le placenta humain. 
 VEGF-A  
Plusieurs études ont démontré que VEGF-A et les récepteurs VEGFR-1, VEGFR-2 étaient les 
facteurs de croissance angiogènes clefs dans les conditions physiologiques et pathologiques 
de la placentation (Ahmed et al. 1995, Ahmed et al. 2000, Clark et al. 1996, Muhlhauser et al. 
1995, Shore et al. 1997). Ce facteur de croissance est exprimé fortement dans les 
trophoblastes pendant les premières semaines de grossesse. Il peut être détecté dans la 
circulation maternelle à partir de la 8ème SA, augmentant vers un pic à la fin du 1er trimestre 
(Evans P. W. et al. 1998). VEGF-A est considéré comme le facteur le plus important pour la 
différenciation des cellules mésenchymateuses en hémangioblastes  (Burton et al. 2009). Les 
souris invalidées pour VEGF-A ou VEGFR-2 ne peuvent pas initier la vasculogenèse 
(Carmeliet et al. 1996, Ferrara et al. 1996, Shalaby et al. 1995). Une signalisation paracrine du 
VEGF-A pourrait de ce fait expliquer la proximité des îlots hémangioblastiques de la couche 
trophoblastique. Plus tard dans la grossesse, son expression est retrouvée dans les 
trophoblastes villeux et extravilleux, les cellules de muscle lisse, les cellules de Hofbauer, et 
les cellules endothéliales fœtales, suggérant une régulation autocrine de l’angiogenèse (Clark 
et al. 1998, Jackson et al. 1994, Vuorela et al. 1997). L’expression de VEGF par les 
trophoblastes semble diminuer à mesure que la grossesse avance (Cooper et al. 1996, 




La transcription du VEGF est induite par l’hypoxie via le facteur HIF-1, facteur exprimé par 
le placenta humain et en particulier par les trophoblastes extravilleux (Caniggia et al. 2000). 
Des études in vitro ont montré que les trophoblastes augmentaient leur sécrétion de VEGF, 
alors qu’ils diminuaient leur sécrétion en PlGF sous condition hypoxique (Lash et al. 2002, 
Trollmann et al. 2003). Via son récepteur VEGFR-2, VEGF-A induit une prolifération de 
cellules endothéliales alors que via VEGFR-1, il stimule la formation de tubes endothéliaux 
(Breier 2000). De ces deux processus résulte l’angiogenèse arborescente (avec branchements). 
Il est considéré à ce jour comme le facteur le plus important contrôlant l’angiogenèse 
placentaire pendant le 1er trimestre de grossesse (Torry et al. 2004). Dès la fin du 2ème 
trimestre, il se produit une diminution de la sécrétion de VEGF et, parallèlement, une 
augmentation de la production de PlGF dans le trophoblaste villeux et extravilleux (Khaliq et 
al. 1996).  
 PlGF  
Il est exprimé majoritairement par les trophoblastes villeux et extravilleux (Clark et al. 1998), 
dans le mésenchyme (Khaliq et al. 1999) et est présent dans les cellules endothéliales fœtales, 
suggérant une régulation autocrine de l’angiogenèse (Vuorela et al. 1997). PlGF et VEGFR-1 
augmentent jusqu’au 3ème trimestre de grossesse (Kaufmann et al. 1985) alors que VEGF-A et 
VEGFR-2 sont présents principalement pendant les 2 premiers trimestres (Khaliq et al. 1999, 
Kingdom J. et al. 2000). Il existe également un pic de PlGF circulant détectable entre les 28-
32èmes SA (Chappell et al. 2002, Torry et al. 1998). La sécrétion de PlGF est stimulée par 
l’oxygène. Il se lie uniquement sur le VEGFR-1, ce qui suggère que ce facteur serait impliqué 
davantage dans l’angiogenèse que dans la vasculogenèse. Mais l’implication de PlGF et 
VEGFR-1 dans la mobilisation dans les précurseurs endothéliaux mésenchymateux (Li B. et 
al. 2006a) suggère qu’ils participeraient quand même à la vasculogenèse. Des données in vivo 
montrent que PlGF peut stimuler la formation de vaisseaux à des niveaux comparables à ceux 
de VEGF-A (Ziche et al. 1997). VEGFR-1/R-2 sont décrits comme impliqués dans 
l’angiogenèse arborescente alors que PlGF/VEGFR-1 seraient impliqués dans l’angiogenèse 
sans branchement (pour revue : (Ahmed et al. 2000)). Cette modification graduelle de la 
balance entre VEGF et PlGF pourrait expliquer le changement de l’angiogenèse arborescente 
à une angiogenèse non-arborescente, qui mène à la formation de villosités terminales et à 
l’inhibition de l’expansion globale de l’arbre capillaire (Kingdom J. et al. 2000, Kurz et al. 
1998) (Cao et al. 1996). PlGF peut médier, au moins en partie, ses activités angiogènes par la 




Il est intéressant de noter que l’hypoxie augmente l’expression de VEGF, alors qu’elle inhibe 
celle du PlGF (0 ou 1% d’O2 pour l’hypoxie en comparaison à 20 ou 40% d’O2) (Ahmed et al. 
2000, Khaliq et al. 1999). 
 Les angiopoïétines 
Ang-1 est exprimée par les trophoblastes et les cellules endothéliales fœtales, alors qu’Ang-2 
est localisée fortement dans les syncytiotrophoblastes, et plus modérément dans les 
cytotrophoblastes, les cellules endothéliales fœtales et les cellules de Hofbauer (Geva et al. 
2002, Seval et al. 2008). Ang-2 est considérée comme un marqueur de l’angiogenèse 
placentaire et a été récemment décrite comme étant significativement associée au 
développement anormal du placenta (Baschat et al. 2010). Il a été rapporté que l’hypoxie et le 
VEGF-A augmentaient l’expression en ARNm d’Ang-2, alors que l’hypoxie diminuait la 
stabilité de l’ARNm d’Ang-1 (Charnock-Jones 2002, Mandriota and Pepper 1998, Oh et al. 
1999, Zhang et al. 2001), ce qui suggère que l’expression des angiopoïétines puisse être 
modulée au cours de la grossesse. Tie-1 est exprimé fortement dans la coque trophoblastique 
et les cellules endothéliales fœtales, et Tie-2 dans les cytotrophoblastes et les cellules 
endothéliales fœtales (Seval et al. 2008). La forte expression des angiopoïétines et de leurs 
récepteurs dans le placenta humain suggère une participation active de ces facteurs dans les 
processus d’angiogenèse placentaire. Des études plus poussées permettront de déterminer 
leurs fonctions précises dans ces processus physiologiques, et dans les pathologies de la 
grossesse. 
B. L’hypoxie  
De nombreux facteurs de croissance sont régulés par la concentration locale placentaire en 
oxygène, comme le VEGF-A ou le PlGF par exemple. Or, il est bien établi que la pression en 
oxygène change dans l’espace intervilleux au cours de la grossesse (Jauniaux et al. 2001, 
Rodesch et al. 1992, Soothill et al. 1986). En effet, la pO2 de l’espace intervilleux d’une 
grossesse antérieure à 10 SA est inférieure à 20 mmHg, supérieure à 50 mmHg après 14 SA, 
de 60 mmHg environ à 18 SA, et baisse graduellement jusqu’au terme pour atteindre 45 
mmHg. Ces modifications de la concentration en oxygène de l’espace intervilleux sont très 
importantes pour le remodelage des artères spiralées maternelles. En effet, il est établi que 
l’hypoxie augmente la prolifération trophoblastique, alors que la normoxie inhibe la 
prolifération, et induit la migration des trophoblastes (Genbacev et al. 1997). Concernant les 




correspond pas pour autant à une chute drastique des taux de facteurs angiogènes placentaires 
régulés par l’hypoxie, suggérant l’existence d’autres régulateurs de leur expression que 
l’oxygène et le stress oxydatif. Ces données suggèrent également que la notion d’hypoxie 
nécessiterait probablement une définition plus fine lorsqu’elle est appliquée au placenta. En 
effet, des tissus placentaires du premier et dernier trimestre répondent différemment in vitro 
aux altérations de la pO2 (Zhang et al. 2001). 
C. Les hormones 
Un certain nombre d’hormones sont aussi nécessaires pour le déroulement de l’angiogenèse 
placentaire. Le syncytiotrophoblaste, qui est en contact direct avec la circulation maternelle 
dans l’espace intervilleux, sécrète de nombreuses hormones pendant la grossesse, comme 
l’hCG (human Chorionic Gonadotropin), l’hPL (human Placental Lactogen) ou l’hCS (human 
Chorionic Somatomammotropic hormone). En plus de leur rôle spécifique, certaines 
participent directement et indirectement à l’angiogenèse placentaire. En revanche, leurs 
mécanismes d’action sont loin d’être encore totalement élucidés.  
 L’hCG 
L’hCG est une hormone glycoprotéique produite au cours de la grossesse par le trophoblaste, 
et en particulier par la couche syncytiotrophoblastique (Pierce and Parsons 1981). Plusieurs 
données de la littérature s’accordent aujourd’hui pour attribuer à l’hCG un nouveau rôle 
angiogène dans la placentation. En effet, l’hCG stimule la prolifération, agit en synergie avec 
le VEGF-A dans son effet anti-apoptotique, et stimule le bourgeonnement in vitro des cellules 
endothéliales microvasculaires placentaires, les HPEC (Human Placental Endothelial Cell) 
(Herr et al. 2007). Elle a également été décrite comme facteur stimulant l’angiogenèse des 
cellules endothéliales microvasculaires utérines (Zygmunt et al. 2002) ou des cellules 
endothéliales macrovasculaires ombilicales, les HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial 
Cells) (Berndt et al. 2006). De plus, l’hCG agit également sur l’angiogenèse par son action sur 
le VEGF. En effet, elle augmente l’expression du VEGF dans le corps jaune de l’ovaire 
(Sugino et al. 2000) et serait impliquée dans l’angiogenèse lutéale (Kashida et al. 2001). 
L’hCG agit également sur l’angiogenèse placentaire par son action inductrice de la production 
de VEGF par les trophoblastes (Islami et al. 2003). 












III. Hormone chorionique Gonadotrope humaine  (hCG)  
En plus de son effet sur l’angiogenèse placentaire, cette hormone tient un rôle majeur dans la 
grossesse humaine. Elle appartient à la famille des hormones glycoprotéiques qui inclut 
l'hormone lutéinisante (LH), l’hormone folliculo-stimulante (FSH), et l’hormone thyréotrope 
(TSH). Ces hormones sont composées de deux sous unités : une alpha (α) et une beta (β), 
unies par liaison non-covalente. L’unité α est commune à toutes les hormones 
glycoprotéiques, alors que la sous-unité β confère la spécificité hormonale (Pierce and 
Parsons 1981, Stockell Hartree and Renwick 1992). 
3.1 Structure  
L’hCG est un hétérodimère, avec une sous-unité α identique à celle de la LH, de la FSH, et de 
la TSH. Sa sous-unité β lui est propre et lui confère sa spécificité. Les deux sous unités α-
hCG et β-hCG, synthétisées séparément, sont unies par une liaison non-covalente (Lapthorn et 
al. 1994). 
 A. Structure des gènes  
Un seul gène sur le chromosome 6 code pour la sous-unité α (Fiddes and Goodman 1979), et 
six gènes codent pour la sous-unité β de l’hCG sur le chromosome 19, dont deux sont actifs et 
sont probablement nécessaires à la forte production de cette hormone durant la grossesse 
(Talmadge et al. 1983).  
 B. Structure de la protéine   
L’hCG est composée de 237 acides aminés d'une masse moléculaire de 36 kDa. Elle 
comprend une sous-unité β de 145 acides aminés, et une sous-unité α de 92 acides aminés 
(voir figure 35). La demi-vie de dissociation des dimers en sous-unités α et β est de 700 ± 78 
heures à 37°C (Cole et al. 1993). La demi-vie de l’hCG, qui est de 24 heures environ, est 
considérée comme plutôt longue (Cunningham FG et al. 1993). 
3.2 Sécrétion   
La sécrétion de l’hCG débute avant la nidation, et devient détectable entre le 7ème et le 9ème 
JPF (voir figure 36). Dès le retard des règles, sa concentration sanguine maternelle atteint 0,1 
U.I./mL et son taux augmente jusqu’à la 8ème SA environ, pour atteindre 100 U.I./mL, puis 




jusqu’à l’accouchement. La concentration de l’hCG redevient non détectable environ 14 jours 
(de 3 à 30 jours) après l’accouchement (voir figure 36). Il existe une assez grande variabilité 
dans la concentration de l’hCG dans la circulation maternelle entre les différents sujets, ainsi 
que des variations circadiennes, bien qu’aucun rythme pulsatile circadien n’ait pu être mis en 
évidence à ce jour. 
 
Le placenta est la première source d’hCG chez la femme enceinte (Hussa 1980). Après 
l’implantation, l’hCG est produite principalement par les trophoblastes (Handschuh et al. 
2007a, Hoshina et al. 1985, Kliman et al. 1986, Muyan and Boime 1997) et majoritairement 
par le syncytiotrophoblaste. Des études plus poussées sur la sécrétion de l’hCG ont rapporté 
l’existence de protrusions de différentes tailles et formes à la surface de la couche syncytiale 
avec des granules contenant de l’hCG, particulièrement au sein de placentas de 7 SA environ 
(Yoshida 2005). Ces activités hypersécrétrices seraient entrecoupées de périodes de repos, 
pendant lesquelles la concentration en hCG est maintenue grâce à sa demi-vie considérée 
comme plutôt longue. L’hypersécrétion exacerbée des placentas de 6-7 SA participerait 
activement au pic d’hCG observé vers 8 SA, compensant ainsi la faible masse trophoblastique 
des placentas de ces âges gestationnels (Yoshida 2005). La baisse des niveaux de l’hCG dans 
la deuxième moitié de la grossesse reste encore à élucider. Cependant, la diminution de l’hCG 
a lieu au même moment de l’augmentation de la production de stéroïdes (progestérone et 
œstradiol) vers la 10ème SA par le placenta (Islami et al. 2003). La production d’hCG est 
régulée par différentes molécules, dont la GnRH, les hormones stéroïdes (les œstrogènes 
stimulent la sécrétion de GnRH et la progestérone l’inhibe), les cytokines, la leptine (Islami et 
al. 2003), l’inhibine (via la suppression de GnRH) et d’autres facteurs de croissance comme 
l’EGF (epidermal growth factor) par exemple. A ce jour, le dosage de l’hCG reste l’indicateur 
majeur du bon déroulement de la grossesse. En effet, des taux anormaux peuvent indiquer une 
grossesse anormale (ectopique, multiple, tumeur trophoblastique, fœtus anormal, avortement 
spontané (fausse couche), mort in utero …).  Une concentration inférieure à la normale dans 
le sérum maternel peut être la conséquence d’un fœtus trisomique 18 (syndrome d’Edward), 
tandis qu’une concentration supérieure à la normale peut être le reflet d’une trisomie 21 
(syndrome de Down) ou d’une môle hydatiforme. La clairance de l’hormone se fait par le rein 
majoritairement, d’où la présence de l’hormone dans l’urine, et par le foie. Seule 21,7% de 
l’hCG circulante est excrétée par l’urine (Nisula et al. 1989), le reste agit sur différents tissus 





 hCG chez l’homme et la femme non enceinte  
L’hCG est également sécrétée en faibles quantités par l’hypophyse chez l’homme et la femme 
non enceinte. Le dosage de l’hCG chez l’homme est inférieur à 8-10 mIU/mL, se situe entre 
10 et 15 mIU/mL chez une femme non enceinte, et est inférieure à 15 mIU/mL chez une 
femme ménopausée. Il arrive à l’occasion que certaines tumeurs, notamment les carcinomes 
testiculaires, sécrètent des sous-unités β-libres ou des fragments immunoréactifs de la 
molécule, d’où l’intérêt du dosage de cette hormone chez les hommes en tant que marqueur 
tumoral. La concentration de l’hCG (souvent des sous-unités libres) corrèle alors avec le 
volume de la tumeur et le pronostic de la maladie. Le dosage de l’hCG est alors surtout utile 
dans le suivi du traitement, et de la progression de la maladie. 
3.3 Fonctions  
L'hCG joue un rôle capital dans le maintien de la grossesse. Le rôle de cette hormone serait de 
maintenir la production de progestérone par le corps jaune en début de grossesse jusqu’à ce 
que le placenta soit assez volumineux pour prendre le relais à partir de la 7ème SA environ (Eta 
et al. 1994, Shi Q. J. et al. 1993, Toth et al. 1994). L’hormone stimulerait aussi le 
développement des gonades chez le fœtus, et la synthèse des androgènes par les testicules 
fœtaux (Huhtaniemi I. and Pelliniemi 1992, Huhtaniemi I. T. et al. 1977). En effet, l’hCG est 
présente dans la circulation fœtale, où son taux est maximal lors du pic plasmatique maternel 
(Huhtaniemi I. T. et al. 1977, Licht et al. 2001). Bien que les taux fœtaux et maternels aient 
des profils similaires, l’hCG fœtal atteint au plus 2,8 U.I./ml environ, soit 3% des taux d’hCG 
maternels (Clements et al. 1976). Cette différence s’explique par la présence de la barrière 
placentaire, qui empêche le sang fœtal et maternel d’être en contact direct. Un excès d’hCG 
est tératogène pour les gonades fœtales (Matzuk et al. 2003, Takasugi et al. 1985). Mais elle a 
aussi un effet anti-gonadotrope puisqu’elle inhibe la sécrétion de la LH et de la FSH. L’hCG 
est stéroïdogène, puisqu’elle favorise la sécrétion de progestérone du corps jaune, mais aussi 
parce qu’elle stimule la sécrétion des stéroïdes des gonades fœtales. Hormis la stéroïdogénèse, 
l’hCG joue un rôle dans l’augmentation de la fonction thyroïdienne du début de la grossesse, 
avec une diminution de la TSH, et dans la suppression partielle des réactions immunitaires. Sa 
principale fonction au sein du placenta serait l’induction de la différenciation des 
cytotrophoblastes en syncytiotrophoblastes (Cronier et al. 1994, Shi Q. J. et al. 1993). La 









3.4 hCG hyperglycosylée 
Entre 1985 et 1997, une hCG différente de l’hCG normale a été rapportée. Cette hCG est 
produite dans les maladies trophoblastiques où l’invasion est dérégulée, comme dans le 
choriocarcinome (Cole et al. 1985, Cole 1987, Elliott et al. 1997). Il s’agit de l’hCG 
hyperglycosylée (hCG-H), où les sous-unités α et β sont toutes les deux hyperglycosylées. Il 
n’existe aucune différence entre l’hCG et l’hCG-H du point de vue de leur séquence 
peptidique. L’hCG hyperglycosylée est prédominante pendant la période d’implantation, où 
elle représente environ 85% de l’hCG urinaire dosée et 90% de l’hCG circulante, puis elle 
décroit rapidement dans les semaines qui suivent l’implantation, représentant moins de 2% au 
second et troisième trimestre de grossesse (voir figure 37) (Cole et al. 2003, Kovalevskaya et 
al. 2002a). Alors que la demi-vie de dissociation des dimères en sous-unités de l’hCG 
normale est de 700 ± 78 heures à 37°C (Cole et al. 1993), celle de l’hCG-H est plus courte, 
avec environ 140 heures à 37°C (Cole et al. 1991). Elle est synthétisée fortement par les 
trophoblastes extravilleux endovasculaires, et dans une moindre mesure par les 
cytotrophoblastes villeux et les trophoblastes extravilleux invasifs (Guibourdenche et al. 
2010). L’hCG-H stimule l’implantation du blastocyste, induit la prolifération et l’invasion 
trophoblastique (Cole et al. 2003, Cole et al. 2006a, Cole et al. 2006b, Handschuh et al. 
2007b, Sasaki et al. 2008). Les taux circulants d’hCG-H reflèteraient donc le succès de 
l’invasion trophoblastique du 1er trimestre, et pourrait être de ce fait un bon marqueur de ce 
processus.  
3.5 Récepteur LH/hCG (LH/CGR) 
Le récepteur de l’hCG, qui est aussi celui de la LH, appartient à la famille des récepteurs à 
sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G ou RCPG (McFarland et al. 1989). 
L’hCG aurait un effet plus « puissant » que la LH grâce à son affinité plus haute pour le 
récepteur, ainsi que par sa demi-vie plus longue (Rahman and Rao 2009, Rao C. V. 1979). Le 
gène qui code pour le LH/CGR, d’environ 70kb, est localisé sur le chromosome 2p21 et 
contient 10 introns et 11 exons (Koo et al. 1991, Rousseau-Merck et al. 1990). Les 10 
premiers exons correspondent au domaine extracellulaire, alors que le 11ème exon encode une 
petite partie du domaine extracellulaire, la région transmembranaire, et la partie C-terminale 
intracellulaire. L’épissage alternatif de ce gène produit au moins six ARNm différents, dû à 




du 1er exon (Atger et al. 1995). Ces différents ARNm codent pour des protéines tronquées 
capables de lier l’hormone, mais incapables de transmettre le signal (Banerjee et al. 2005, 
Bukovsky et al. 2003, Madhra et al. 2004, Nakamura et al. 2004, Pidoux et al. 2007a). Le 
LH/CGR est présent dans tout le système reproducteur féminin comme l’utérus (Zuo et al. 
1994), le placenta (Reshef et al. 1990), le cordon ombilical (Rao C. V. et al. 1993), et l’ovaire 
(Minegishi et al. 1990). Dans les trophoblastes, l’hCG se lie à son récepteur, qui se lie alors à 
la protéine Gs, et de ce fait induit la stimulation de l’Adénylyl Cyclase (AC) et 
l’augmentation de l’AMP cyclique intracellulaire (Ascoli et al. 2002). Dans le placenta, le 
récepteur de l’hCG est exprimé principalement dans les syncytiotrophoblastes, et faiblement 
dans les cytotrophoblastes villeux (Jauniaux et al. 2000a, Shi Q. J. et al. 1993) ainsi que dans 
les cellules de Hofbauer (Jauniaux et al. 2000a) et les cellules endothéliales (Herr et al. 2007, 
Jauniaux et al. 2000a). D’autres données de la littérature rapportent une expression majeure 
du LH/CGR dans les cytotrophoblastes villeux, et mineure dans les syncytiotrophoblastes 
(Pidoux et al. 2007a, Pidoux et al. 2007b) (voir la Partie « Résultats-publication n°2 » pour 
plus de détails). Les LH/CGR sont également présents dans les trophoblastes extravilleux 
(Handschuh et al. 2007b, Tao et al. 1995). Récemment, des variants solubles de LH/CGR 
excrétés par certaines microvésicules placentaires ont été mis en évidence (Chambers et al. 
2011), complexifiant encore davantage la compréhension des régulations entre l’hCG et le 
LH/CGR. 
3.6 Domaine de la reproduction et hCG 
Depuis de nombreuses années, les applications de la recherche sur l’hCG ont mené à 
l’élaboration et à l’amélioration des méthodes de détection de cette hormone par des tests 
urinaires ou sanguins. Les résultats de ces tests sont particulièrement difficiles à interpréter, 
car il existe une grande variabilité dans les taux inter-individuels circulants pour cette 
hormone, ainsi que dans la nature des formes détectées (Cole 2009a, Rahman and Rao 2009), 
ce qui conduit parfois à l’apparition de faux-positifs ou de faux-négatifs. Ces tests ont de 
multiples utilisations dans le domaine de la reproduction, avec entre autres, des applications 
pour la détection des grossesses intra-utérines, des grossesses ectopiques, ou encore des 
fausses couches (Davies et al. 2003). En plus de son rôle dans la détection des grossesses 
physiologiques et pathologiques, l’hCG a été testée depuis quelques années dans plusieurs 
études comme un traitement possible dans le domaine de la reproduction assistée. En effet, il 




significative dans les taux d’implantation après fécondation in vitro (FIV), probablement via 
une action de l’hormone sur la réceptivité endométriale et sur l’augmentation de la fenêtre 
implantatoire (Filicori et al. 2005, Fujimoto et al. 2002, Tesarik et al. 2003). De plus, l’hCG a 
également été rapportée pour son effet positif sur le maintien de la grossesse. En effet, une 
seule injection d’hCG a été décrite comme diminuant significativement l’incidence des 
fausses couches précoces spontannées et récurrentes (Toth et al. 2001). Ceci serait dû en 
partie à son action relaxante et vasodilatatrice sur les artères utérines, augmentant ainsi la 
perfusion utéro-placentaire (Toth et al. 2001). L’hCG possède également des effets positifs 
sur le maintien plus tardif de la grossesse, avec des propriétés inhibitrices sur les contractions 
utérines (Belmonte et al. 2005, Phillips et al. 2005, Slattery et al. 2001). Son action sur la 
prévention de la prématurité a été montrée chez la souris (Kurtzman et al. 1999, Kurtzman et 
al. 2001) et chez la femme (Than et al. 2003). L’ensemble de ces données laisse entrevoir des 
bénéfices thérapeutiques potentiels énormes pour cette hormone. L’utilisation de cohortes 
plus grandes permettra peut être prochainement de confirmer ces résultats et d’utiliser l’hCG 
comme un outil thérapeutique en routine dans le domaine de la procréation (Cole 2009a, 




IV. Les Prokinéticines  
Les prokinéticines sont deux protéines, PROK1 et PROK2, récemment identifiées et 
possédant diverses fonctions dans l’organisme.  
4.1 Les Prokinéticines et leurs récepteurs  
 A. Découverte des prokinéticines  
Les prokinéticines sont une nouvelle famille de protéines sécrétées comportant deux 
membres : prokinéticine-1 (PROK1) et prokinéticine-2 (PROK2). En 1980, Joubert et 
Strydom décrivent une petite protéine non toxique dans le venin du serpent Mamba noir 
(Dendroaspis polylepis), appelée alors VPRA pour Venom Protein A (Joubert and Taljaard 
1980). En 1999, l’étude fonctionnelle de cette protéine montre qu’elle stimule la contraction 
de l’iléon chez le cochon d’inde, et est alors nommée MIT-1 pour Mamba Intestinal Toxin 1 
(Schweitz et al. 1990, Schweitz et al. 1999). La même année, une petite protéine riche en 
cystéines a été isolée des sécrétions de peau de la grenouille Bombina variegata, et nommée 
Bv8 pour son origine et son poids moléculaire de 8 kDa. L’effet de ce peptide sur l’appareil 
gastro-intestinal de rongeurs induit des contractions de l’iléon chez le cochon d’inde, le rat et 
la souris ; relaxe le colon chez le rat ; et induit une hyperalgésie13 chez les rats  (Mollay et al. 
1999). Bv8, qui est l’homologue de  MIT1 chez la grenouille (Schweitz et al. 1999), présente 
une séquence protéique très proche et possède des propriétés contractiles similaires. Les 
séquences d’ADN codant pour MIT1 et Bv8 ont été utilisées comme sondes pour la recherche 
d’homologues dans la base de données du génome humain. En 2001, deux orthologues de 
MIT-1 et Bv8 chez l’homme ont été identifiés. Du fait de leur capacité à induire la contraction 
de l’iléon du cochon d’inde, ils ont été nommés respectivement prokineticine-1 (PROK1), et 
prokineticine-2 (PROK2) (Li M. et al. 2001, Wechselberger et al. 1999).  En parallèle, 
l’équipe de Ferrara publia en 2001 l’identification d’un facteur de croissance spécifique des 
glandes endocrines, aux effets similaires à ceux du VEGF, et le nomma de ce fait EG-VEGF 
pour Endocrine Gland-derived Vascular Endothelial Growth Factor (LeCouter et al. 2001). 
Malgré des similarités d’action et de mécanismes de contrôle entre VEGF et EG-VEGF, ces 
deux facteurs n’ont aucune homologie de structure. L’alignement des séquences de PROK1 et 
d’EG-VEGF a permis de conclure qu’il s’agissait en réalité de la même protéine. 
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Figure 39 : Séquence d’acides aminés des protéines matures de la famille AVIT dans différentes espèces. 
Le numéro fait référence au type 1 ou au type 2 des prokinéticines. H : homme, R : rat, M : souris, Mam : 
serpent mamba, Bom : grenouille Bombina varieta, B : Taureau, F : Fugu. Les rectangles bleus montrent 
les acides aminés conservés. 86 indique le nombre d’acide aminé chez l’homme (Kaser et al. 2003). 
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Cette nouvelle famille de peptides est impliquée dans de nombreuses fonctions biologiques. 
Quelques années après, les homologues de Bv8 et MIT-1 ont été identifiés dans les sécrétions 
de peau d’autres amphibiens, de lézards, de poissons des espèces de Takifugu, de souris, de 
rats, de bovins, et de singes (Negri et al. 2007). 
 B. Les gènes des prokinéticines  
Le gène prok1 qui code pour la prokinéticine-1 (PROK1) chez l’homme est localisé sur le 
chromosome 1 en 1p21. Il est composé de trois exons, sans épissage alternatif connu. Le gène 
prok2 qui code pour la prokineticine-2 (PROK2) se situe sur le chromosome 3 en 3p21.1, et 
est composé de quatre exons. Il donne deux protéines matures : PROK2 (exon 1,2, et 4), et 
une seconde forme PROK2L (exons 1, 2, 3, et 4) (voir figure 38). Les promoteurs de prok2 
humain et murin sont hautement conservés, suggérant une régulation transcriptionnelle 
similaire, alors que les promoteurs de prok1 ont divergé, suggérant une spécificité dans la 
régulation transcriptionnelle de ces deux gènes (Bullock et al. 2004, LeCouter et al. 2003a, 
LeCouter et al. 2003b). 
 C. Les protéines des prokinéticines  
PROK1 est constituée de 86 acides aminés, dont 10 cystéines, avec une masse moléculaire 
relative de 8,6 kDa. Son ADNc code pour une protéine de 105 acides aminées, dont 19 
correspondent au peptide signal. PROK2 est composée de 81 acides aminés, et la seconde 
forme, PROK2L, de 102 acides aminés (voir figure 39). Les séquences protéiques de PROK1 
et PROK2 présentent 44% d’identité environ (Maldonado-Perez et al. 2007). Toutes les 
protéines de cette famille possèdent une séquence hexa-peptidique identique en N-terminale : 
AVITGA. Elle est essentielle pour leurs activités biologiques et leurs liaisons aux récepteurs 
PROKR1 et PROKR2. Ces quatre premiers acides aminés N-terminaux (AVIT) ont été 
utilisés pour nommer cette famille de protéines (Kaser et al. 2003). Les prokinéticines 
possèdent également 10 cystéines constituant les 5 ponts disulfures (voir figure 39).  
 
De façon intéressante, des protéines possédant de fortes homologies structurales avec les 
prokinéticines, et appartenant à la famille MIT-like atracotoxin (ACTX) ont été découvertes 
















Hadronyche (Szeto et al. 2000, Wen et al. 2005), le système des allomones14 chez les 
cnidaires (Sher et al. 2005) et dans les hémocytes15 de la crevette (Soderhall et al. 2005). Ces 
protéines ont perdu la séquence AVITGA en N-terminale, et sont incapables d’activer les 
récepteurs de mammifères des prokinéticines. Les similarités entre les prokinéticines de 
différentes espèces sont particulièrement importantes dans les régions N-terminales et 
centrales. Les différences majeures de ces protéines sont retrouvées dans les régions C-
terminales (voir figure 39), où une conservation modérée de cette partie est tolérée pour le 
maintien de l’activité des prokinéticines (Bullock et al. 2004). En 1998, la structure 
tridimensionnelle de MIT-1 a été identifiée par résonance magnétique nucléaire (RMN) 
(Boisbouvier et al. 1998). Les dix cystéines sont particulièrement importantes pour la 
conformation des prokinéticines et leurs propriétés biochimiques. Les cinq ponts disulfures 
présents chez MIT-1 et PROK1 sont similaires à ceux retrouvés chez la colipase16 des 
mammifères (voir figure 40), mais cette homologie structurale ne se répercute pas au niveau 
fonctionnel puisque les prokineticines ne stimulent pas l’activité de la lipase pancréatique 
(Boisbouvier et al. 1998, Kaser et al. 2003). 
 
Ces ponts disulfures sont essentiels pour l’activité car un mauvais repliement de protéines 
recombinantes ou des mutations dans les cystéines donnent des protéines incapables d’activer 
les récepteurs des prokinéticines (Bullock et al. 2004). Les prokinéticines sont des protéines 
très basiques, avec un pI (point isoélectrique) calculé de 8,65 pour PROK1, 8.85 pour 
PROK2, et 10,68 pour PROK2L. De nombreuses protéines sécrétées comme les cytokines et 
les chémokines sont également très basiques, et interagissent avec la matrice extracellulaire. 
PROK1 se lie avec une grande affinité à l’héparine, d’où la possibilité que les prokinéticines 
puissent être régulées par séquestration dans le compartiment extracellulaire in vivo (LeCouter 
et al. 2001). 
                                                 
14
 système de défense composé de neurotoxines chez les anémones de mer et les hydres 
15
 phagocytes des invertébrés 
16
 co-enzyme nécessaire à l’activité enzymatique optimale de la lipase pancréatique 
 Figure 41 : Structure d'un RCPG avec les sept hélices alpha transmembranaires. L'extrémité amino-
terminale (NH2) de la protéine est extracellulaire. L'extrémité carboxy-terminale (COOH) est 
intracellulaire. On peut observer 3 boucles extracellulaires (nommées E1, E2 et E3) et 3 boucles 
intracellulaires (I1, I2 et I3). Ces protéines peuvent être sujettes à des modifications post-traductionnelles, 
de type N-glycosylation, acylation par des composés lipidiques (formant parfois une pseudo-quatrième 
boucle intracellulaire (I4), formation de ponts disulfures entre les chaînes latérales de 2 résidus de 






Figure 42 : Alignement des séquences protéiques des récepteurs humains PROKR1 et PROKR2. 
Les rectangles gris indiquent les acides aminés identiques. La flèche montre la jonction des deux exons 
dans la séquence codante. Les séquences transmembranaires des récepteurs sont identifiées par des cadres 




 D. Les récepteurs des prokinéticines   
Plusieurs équipes ont identifié simultanément les récepteurs des prokinéticines chez les 
mammifères (Lin D. C. et al. 2002a, Masuda et al. 2002, Soga et al. 2002). Les prokinéticines 
exercent leurs fonctions biologiques en se liant à deux RCPG, le récepteur 1 des 
prokinéticines, PROKR1,  et le récepteur 2 des prokinéticines, PROKR2 (voir figure 41). 
PROKR1 et PROKR2 partagent environ 85% d’acides aminés identiques et montrent des 
différences majeures dans le domaine N-terminal (voir figure 42) (Lin D. C. et al. 2002a, 
Masuda et al. 2002). Leurs séquences sont presque identiques pour les domaines 
transmembranaires, suggérant une similitude dans leurs mécanismes d’activation 
(Maldonado-Perez et al. 2007). Les gènes correspondant à PROKR1 et PROKR2 sont 
localisés respectivement en 2q14 et 20p13 chez l’homme, indiquant que ces deux RCPG sont 
codés dans le génome humain par des gènes indépendants (Kaser et al. 2003, Lin D. C. et al. 
2002a). Les deux gènes prokr1 et prokr2 sont composés de deux exons chacuns, codant pour 
393 acides aminés pour PROKR1, et pour 384 acides aminés pour PROKR2 (Soga et al. 
2002). 
 
4.2 Signalisation des prokinéticines  
 A. Voies de signalisation  
a) Activation des récepteurs couplés aux protéines G  
Les RCPG constituent la plus importante famille de protéines membranaires impliquées dans 
la signalisation cellulaire. Chez les vertébrés, cette famille contient à ce jour entre 750 à 1000 
membres, et représente ainsi la plus grande famille de gènes (>1% du génome humain). Chez 
l’homme, l’analyse du génome a permis de recenser environ 750 RCPG, dont la majorité 
correspond aux récepteurs olfactifs et gustatifs (Fredriksson and Schioth 2005). Les RCPG 
sont caractérisés par la présence de sept hélices α transmembranaires séparées alternativement 
par des boucles intracellulaires et extracellulaires (Rosenbaum et al. 2009). Les récepteurs à 
sept domaines transmembranaires ont la particularité d’interagir avec les protéines G 
hétérotrimériques, d’où la terminologie de RCPG. Pour la majorité des RCPG, leur interaction 
avec les protéines G n’est pas encore démontrée, en particulier pour les gènes des récepteurs 






Figure 43 : Activation d’un RCPG. Un RCPG au repos (1) est activé par la liaison d'un agoniste spécifique 
(2). Le changement de conformation du complexe agoniste-récepteur, induit par cette liaison, permet 
l'activation de l'échange du GDP par du GTP et donc l'activation de la protéine-G hétérotrimérique (sous-
unités Gα et Gβ/γ) intracellulaires (3) qui vont aller réguler l'activité de divers effecteurs (4) 
membranaires ou cytosoliques. Le déclenchement de l'activité phosphatase, intrinsèque à la sous-unité Gα 
entraîne la réassociation des sous-untités Gα et Gβ/γ (5) et le retour à l'état initial (1). Tant que le 
récepteur est activé par son ligand, et tant que le système ne subit pas une désensibilisation, le cycle 






Les protéines G sont constituées de trois polypeptides : la sous unité α, qui se lie et hydrolyse 
le GTP (guanosine tri-phosphate), et le dimère composé des sous unités β et γ (voir figure 43). 
La forme inactive de la protéine hétérotrimérique est composée de la sous unité α liée au GDP 
(guanosine di-phosphate), qui est associée au dimère βγ (GDP-αβγ). Le signal apporté par le 
stimulus extracellulaire est transduit à l'intérieur de la cellule, par l'intermédiaire du récepteur. 
Le récepteur transmet l'information aux protéines-G intracellulaires, qui activent ou inhibent 
alors des effecteurs intracellulaires. Le récepteur peut changer de conformation en présence de 
son ligand ou de manière constitutive (Smit et al. 2007). Ceci entraîne un changement de 
conformation de GDP-α, et la réduction de l’affinité du GDP. Le GTP se lie alors à la sous-
unité α de la protéine hétérotrimérique. La forme active GTP-α provoque sa dissociation avec 
βγ, ainsi qu’avec le récepteur. La sous-unité α conserve sa forme active jusqu’à ce que le GTP 
soit hydrolysé en GDP grâce à l’activité intrinsèque GTPase. 
Dès que le GTP est hydrolysé en GDP, la sous-unité α s’associe avec le dimère βγ et le 
récepteur (Neer 1995). La fréquence et la durée d’activation des protéines G dépendent de la 
durée de vie de GTP-α. L’activité GTPase intrinsèque de la sous-unité α peut être accélérée en 
présence des protéines GAP (GTPase-activating protein). La sous-unité βγ interagit 
également avec divers effecteurs tels que la phospholipase C (PLC), l’adénylyl cyclase (AC) 
ou la phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate kinase (PI3K) (Ford et al. 1998).  
b) Régulation négative de la réponse induite par l’agoniste 
Il existe des processus de contrôle de l’activité du récepteur suite à la liaison du RCPG avec 
son ligand (voir Figure 44). Il en résulte une régulation fine de la durée d’activation, ce qui a 
pour but de limiter dans le temps le signal, et d’éviter ainsi une « surcharge » stimulatrice. En 
effet, une  stimulation prolongée du récepteur aurait des effets toxiques pour la cellule. Les 
grands mécanismes généraux de régulation du signal des RCPG sont la suppression de 
l’agoniste, la désensibilisation du RCPG, l’internalisation des RCPG et la régulation négative 
de l’expression du RCPG lui-même (pour revue voir (Luttrell 2008)). 
 
 Figure 44 : Mécanismes de régulation de l’activité des RCPG. (A) Diminution de la concentration en 
agoniste. (B) Désensibilisation par phosphorylation de la queue C-terminale. (C) Internalisation du 






 Diminution de la concentration en agoniste 
Il existe des contrôles locaux de la concentration du médiateur, qui peut se faire par recapture 
du ligand par la cellule effectrice, ou par sa dégradation par des enzymes spécifiques. De tels 
phénomènes sont bien décrits au niveau des fentes synaptiques par exemple. 
 Désensibilisation des RCPG 
Un découplage fonctionnel entre le RCPG et la protéine G se fait alors par la phosphorylation 
de résidus sérine/thréonine sur la queue C-terminale du récepteur. Il existe deux grands 
mécanismes de désensibilisation : la désensibilisation homologue et hétérologue. 
- désensibilisation homologue : elle se fait par les protéines GRK et arrestine. 
Ce mécanisme fait intervenir des kinases spécifiques des RCPG, que sont les GRK (G-protein 
coupled receptor kinases). La phosphorylation n’est possible que si le ligand est lié au 
récepteur. La cinétique de phosphorylation est extrêmement rapide (quelques secondes, voir 
moins). Le récepteur ainsi phosphorylé est alors reconnu par des protéines de type arrestine. 
La liaison de ces protéines sur les RCPG les rend incapable d'activer l'échange GDP-GTP au 
niveau des protéines G. De plus, cette liaison peut également favoriser dans certains cas 
l’endocytose des RCPG, qui est un mécanisme d’une durée plus longue. 
- désensibilisation hétérologue : elle se fait par la PKA et PKC 
La phosphorylation des RCPG se fait alors par des kinases activées par les seconds 
messagers, comme la PKA (protein kinase A) et la PKC (protein kinase C), qui ont été 
produits initialement en réponse à l’activation du récepteur par son ligand. La 
désensibilisation hétérologue peut également se faire par palmitoylation du récepteur. Il y a 
alors formation d’une 4ème boucle intracytoplasmique (voir Figure 41). 
 Régulation négative de l’expression du récepteur  
Ce mécanisme de sous-expression intervient souvent après une action prolongée du ligand sur 
son récepteur. Il en résulte une diminution du nombre total de récepteur à la surface de la 
membrane plasmique. Cela peut se faire par une augmentation de la dégradation des 
récepteurs pré-existants dans les lysosomes ou par une diminution de la synthèse des 




 Internalisation des RCPG 
L’inactivation du RCPG peut se faire également par un processus d’internalisation du 
récepteur par endocytose. Ce mécanisme, qui est un phénomène plus long, peut venir dans un 
second temps après la désensibilisation par phosphorylation, qui est un phénomène qui 
intervient rapidement après la liaison ligand-récepteur. L’endocytose participe non seulement 
au processus de régulation négative de l’expression du récepteur, via un phénomène de 
dégradation des RCPG dans les lysosomes, mais peut intervenir également dans des processus 
de resensibilisation, avec un recyclage d’une partie de ces récepteurs plus ou moins rapide.  
c) Différentes protéines G  
Il existe différentes sous-unités α constituant la protéine G. Quatre principales familles ont été 
définies : Gαs, Gαi, Gαq/11, et Gα12/13 qui diffèrent par leurs couplages intracellulaires. La voie 
de signalisation dépend de la famille de protéine G qui interagit avec le RCPG. Chacune des 
sous-unités α ou βγ peut activer ou iniber divers effecteurs tels que l’adénylyl cyclase (AC) et 
la guanylyl cyclase (GC), les phosphodiestérases, la phospholipase A2 (PLA2), la 
phospholipase C (PLC), le phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate kinase (PI3K) et les 
canaux ioniques. La stimulation ou l’inhibition des différents effecteurs entraîne une 
modulation des seconds messagers, et induit diverses réponses biologiques. 
Les RCPG contrôlent de nombreux processus physiologiques dont le système endocrine et le 
métabolisme cellulaire, les réponses inflammatoires et immunitaires, la neurotransmission, le 
système sensoriel, le développement embryonnaire, la prolifération, la différenciation 
cellulaire et la régulation du système cardiovasculaire (Wettschureck and Offermanns 2005). 
d) Les voies de signalisation connues des PROKRs   
Les PROKRs peuvent activer de multiples voies intracellulaires de signalisation en se 
couplant à différentes protéines G (voir figure 45). Les PROKRs peuvent se lier :  
 à Gαq et ainsi augmenter la mobilisation calcique intracellulaire (Lin D. C. et al. 2002a, 
Soga et al. 2002), 
 à Gαi  (Lin R. et al. 2002b) et augmenter la signalisation via PKC (Protein Kinase C) 
MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) ou PI3K (Phosphoinositide 3 Kinase)-
AKT, 
 
 Figure 45 : L'activation des PROKRs peut impliquer de nombreuses voies intracellulaires de signalisation. 








Figure 46 : Affinités de PROK1 et PROK2 pour leurs récepteurs. Ce tableau représente les valeurs des 
concentrations d’inhibition (IC 50) obtenues par tests de compétition sur les récepteurs PROKR1 et 




 à Gαs et augmenter l’accumulation d’AMPc (Cyclic Adenosine monophosphate) et 
stimule la protéine kinase PKA (Negri et al. 2007, Ngan and Tam 2008). 
B. Affinités des prokinéticines pour leurs récepteurs  
PROK2 possède la plus forte affinité pour les PROKRs (IC50 de 4,5 ± 0,8 pour PROKR1 et 
de 6,4 ± 1,3 pour PROKR2), tandis que PROK1 montre une affinité un peu plus modérée 
pour ces deux récepteurs (IC50 de 27,6 ± 8,2 pour PROKR1 et de 52,2 ± 16,4 pour PROKR2) 
(voir figure 46). Lorsque l’on regarde l’affinité de PROK1 pour les PROKRs, on peut voir 
que l’ordre de grandeur de celle-ci est conservé pour ces deux récepteurs. Il en est de même 
pour PROK2, contrairement à PROK2β (qui correspond à la forme protéique clivé de 
PROK2L) qui a une haute affinité pour PROKR1, mais une très faible pour PROKR2. Ces 
résultats soulèvent l’importance de la présence en plus ou moins grande quantité des PROKs 
et de leurs récepteurs dans le tissu cible, car ce sera cet élément qui influencera en grande 
partie la liaison de tel ligand sur tel récepteur. Les affinités, relativement peu différentes, 
interviendront quant à elles dans une moindre mesure dans les liaisons PROKs-PROKRs. 
 C. Rôles spécifiques des PROKRs 
Récemment, des effets spécifiques de PROKR1 ou PROKR2 ont été rapportés. En effet, 
PROKR1 a été décrit comme spécifiquement impliqué dans des processus de prolifération, 
survie, migration et angiogenèse, alors que PROKR2 augmenterait la perméabilité, la 
fenêtration, et serait impliqué dans l’hypertrophie cellulaire (Guilini et al. 2009, Urayama et 
al. 2007, Urayama et al. 2008). Les mécanismes menant à ces effets différenciels ne sont pas 
encore clairement élucidés et restent à établir. Au vue des affinités similaires des PROKs pour 
les PROKRs, ces effets différenciels confirment l’importance de la distribution de ces 
protéines dans la cellule cible pour l’activation de voies de signalisation spécifiques, menant à 
des fonctions biologiques particulières. Différents patrons d’expression des prokinéticines et 
de leurs récepteurs ont déjà été rapportés dans de nombreux tissus.  
D. Dimérisation des récepteurs  
Récemment, une dimérisation de PROKR2 a été rapportée dans les neutrophiles (Marsango et 
al. 2010). Il est connu que ces dimérisations peuvent affecter les affinités de liaison des 
ligands aux récepteurs, ainsi que la transmission du signal intracellulaire (Maggio et al. 1999, 




l’existence d’hétérodimères (Marsango et al. 2010) pourrait de ce fait participer à la 
modulation des réponses physiologiques déclenchées par la liaison des prokinéticines sur 
leurs récepteurs. Il a été suggéré que le niveau même d’expression de chaque récepteur dans 
une cellule influait sur la nature des dimères formés, et que cela pourrait avoir des effets 
importants sur les signalisations intracellulaires déclenchées (Marsango et al. 2010). De 
nombreuses expériences complémentaires sont à envisager afin d’évaluer la présence de tels 
dimères dans le placenta, et leurs influences sur la réponse cellulaire. 
4.3 Localisation des prokinéticines et de leurs récepteurs   
Les prokinéticines et leurs récepteurs sont exprimés dans de nombreux tissus tels que les 
ovaires, les testicules, les glandes surrénales, le placenta, l’utérus, le cerveau, le système 
digestif et la moelle osseuse (voir tableau 1). A l’intérieur d’un même tissu, les prokinéticines 
et leurs récepteurs peuvent être exprimés soit par les mêmes cellules, soit par des cellules 
différentes. De plus, ces expressions peuvent être dynamiques au cours d’un temps, dues à la 
présence de régulateurs. Le long du cycle menstruel et de la grossesse par exemple, PROK1 
montre une expression temporelle dans l’ovaire, l’utérus et le placenta en réponse aux 
changements hormonaux (Maldonado-Perez et al. 2007, Ngan et al. 2006).  
4.4 Régulation des prokinéticines   
Les mécanismes qui contrôlent l’expression spécifique tissulaire des prokinéticines 
nécessitent d’être complètement élucidés. La caractérisation complète des promoteurs des 
prokinéticines et de leurs récepteurs permettraient de connaître les régulateurs potentiels de 
ces systèmes. Néanmoins, certains régulateurs de PROK1 ont déjà été identifiés. Dans le 
système reproducteur de la femme, de nombreuses études ont montrés que les œstrogènes, la 
progestérone, l’hCG, et le HIF régulaient son expression (Battersby et al. 2004, Maldonado-
Perez et al. 2007, Ngan et al. 2006). Les mécanismes de régulations de PROK1 par ces 
hormones restent cependant à être caractérisés. 
 A. Régulation par l’hypoxie  
De façon cohérente avec leurs activités angiogènes, les promoteurs des gènes prok1 et prok2 
ont des sites de liaison à HIF-1. L’expression de PROK1 et PROK2 est augmentée dans un 
environnement hypoxique. HIF-1 induit la transcription de l’ARNm, et secondairement la 






(Keramidas et al. 2008) 
(LeCouter et al. 2003b, Maldonado-
Perez et al. 2007, Samson et al. 
2004, Wechselberger et al. 1999) 
(Ferrara et al. 2003, Ferrara et al. 
2004, Fraser et al. 2005, LeCouter 
et al. 2001, Maldonado-Perez et al. 
2007, Podlovni et al. 2006) 
(Maldonado-Perez et al. 2007, 
Ngan et al. 2006) 
(Brouillet et al., Hoffmann et al. 
2006, LeCouter et al. 2001) 
(Cheng et al. 2002, Ng et al. 2005) 
(Urayama et al. 2007, Urayama et 
al. 2009) 
(Dorsch et al. 2005, LeCouter et al. 
2004, Lin D. C. et al. 2002a) 
(Hoogerwerf 2006, Kaser et al. 
2003, Ngan et al. 2007b, Ngan and 
Tam 2008) 
PROKR2 
Cellules de la glomérulaire, et 
cellules fasciculées 
Cellules endothéliales du tissu 
intersticiel 
Cellules endothéliales lutéales 
Epithélium glandulaire, cellules 
stromales, endothéliales, 




Zone subventriculaire, courant 
de migration rostrale, bulbe 
olfactif, hippocampe 
Tissu cardiovasculaire, cellules 
cardiaques 
Cellules souches hémato-
poïétiques,  cellules sanguines 
matures dont lymphocytes 
Plexus entérique 
PROKR1 
Cellules de la glomérulaire, 
fasciculées, et endothéliales 
Cellules endothéliales du tissu 
intersticiel 
Cellules endothéliales lutéales 
Epithélium glandulaire, cellules 
stromales, endothéliales, 
cellules musculaires lisses 
Cytotrophoblastes, cellules 
endothéliales 
Zone subventriculaire, courant 
de migration rostrale, bulbe 
olfactif, hippocampe 
Tissu cardiovasculaire, cellules 
cardiaques 
Cellules souches hémato-
poïétiques,  cellules sanguines 
matures dont lymphocytes 
Plexus entérique, cellules de la 
crête neurale entérique 
PROK2 
Cellules de la 
glomérulaire, fasciculées, 







Faiblement  exprimé 
Cortex cérébral, bulbe 










Cellules de la glomérulaire, cellules 
fasciculées 
Cellules de Leydig 
Stroma, région du hile ovarien, cellules 
de la granulosa, cellules lutéales de la 
thèque, follicule atrétique, corps jaune 
Epithélium glandulaire, cellules 
stromales, endothéliales, cellules 
musculaires lisses 
Syncytiotrophoblastes, cellules de 
Hofbauer, faible expression dans les 
cytotrophoblastes 
Faible expression 
Tissu cardiovasculaire, cellules 
cardiaques 
Lymphocyte B et T, tissus inflammés 














































Par exemple, l’expression des prokinéticines est augmentée par une faible tension en oxygène 
dans les SW13 et H295R (lignées tumorales de surrénales) et P19 (cellules murines de 
carcinome embryonnaire) (LeCouter et al. 2001, LeCouter et al. 2003a). En revanche, une 
étude in vitro sur une lignée de cellules humaines lutéales de la granulosa traitée avec deux 
agents inducteurs différents d’hypoxie chimique a montré que PROK1 était diminuée par 
l’hypoxie, alors que le VEGF était augmenté (Kisliouk et al. 2003). Ces résultats divergents 
suggèrent une réponse tissu-spécifique possible à l’hypoxie, ou une régulation plus complexe 
des prokinéticines qui ne serait pas encore totalement comprise. 
 B. Régulation par les stéroïdes  
Les glandes endocrines sécrétent beaucoup de stéroïdes. Le promoteur du gène prok1 possède 
un site de liaison potentiel pour le facteur SF-1 (Steroidogenic factor-1), qui régule la 
transcription d’un grand nombre de gènes impliqués dans la stéroïdogenèse. De plus, il a été 
montré que les hormones stéroïdes, telles que les œstrogènes et la progestérone, régulent 
l’expression de PROK1 dans le système reproducteur (Battersby et al. 2004, Ngan et al. 
2006).  
 C. Régulation par l’hCG  
Il a été décrit que l’hCG augmentait l’ARNm de PROK1 in vivo chez le babouin, dans les 
cellules épithéliales endométriales humaines et dans la décidue du 1er trimestre (Evans J. et al. 
2009). Ces données établissent de nouvelles perspectives dans lesquelles l’hCG, qui joue un 
rôle important dans la réceptivité de l’endomètre et le maintien de la grossesse, pourrait agir 
via PROK1. En effet, PROK1 a été décrit récemment comme biomarqueur de la réceptivité de 
l’endomètre (Haouzi et al. 2009). Son expression en ARNm a également été rapportée comme 
augmentée in vitro dans les cellules de la granulosa du corps jaune de l’ovaire, suggérant un 





4.5 Fonctions des prokinéticines   
La grande distribution tissulaire, la diversité de répertoires de protéines G exprimés dans les 
types cellulaires, et la régulation différentielle des prokinéticines suggèrent une implication de 
ces facteurs dans une multitude de fonctions in vivo. En effet, les prokinéticines sont 
impliquées dans diverses fonctions biologiques telles que : la motilité gastro-intestinale (Li 
M. et al. 2001), la sensibilité à la douleur (Hu W. P. et al. 2006, Negri et al. 2002, Negri et al. 
2006), l’angiogenèse (LeCouter et al. 2001, LeCouter et al. 2003b), le rythme circadien 
(Cheng et al. 2002, Li J. D. et al. 2006b, Prosser et al. 2007), l’activation du développement 
du bulbe olfactif (Matsumoto et al. 2006, Ng et al. 2005), l’hématopoïèse (LeCouter et al. 
2004), la différenciation des monocytes (Dorsch et al. 2005), l’activation des macrophages 
(Martucci et al. 2006), la survie neuronale et la neurogenèse (Melchiorri et al. 2001), le cycle 
menstruel (Battersby et al. 2004, Ngan et al. 2006), la reproduction (Maldonado-Perez et al. 
2007), l’angiogenèse (LeCouter et al. 2001, LeCouter et al. 2003b) et la placentation 
(Brouillet et al. 2010, Hoffmann et al. 2006, 2007, Hoffmann et al. 2009). 
 A. Le rythme circadien  
Le rythme circadien est un type de rythme biologique d'une durée de 24 heures environ. Les 
rythmes biologiques jouent un rôle majeur dans le fonctionnement des organismes vivants 
(pulsations cardiaques, mouvements de paupières ou respiratoires, rythme repas/digestion, 
états alternés de veille et de sommeil, cycles de l'ovulation…). Le rythme circadien est 
contrôlé par des cellules localisées dans le noyau suprachiasmatique de l’hypothalamus 
(NSC), considéré comme l’horloge circadienne principale. L'alternance lumière/obscurité joue 
le rôle de synchroniseur prépondérant pour la plupart des espèces végétales et animales. Chez 
les mammifères, les signaux lumineux perçus par la rétine sont interprétés par le NSC et 
traduits en signaux moléculaires. Dans le NSC de rongeurs, il a été démontré que l’expression 
de l’ARNm de PROK2 oscille en fonction de la luminosité avec une expression maximale 
pendant le jour et minime la nuit, et qu’il avait un impact direct sur l’activité locomotrice des 
rongeurs, probablement via PROKR2, qui est fortement exprimé par le NSC (Cheng et al. 
2002, Lambert et al. 2005, Negri et al. 2004, Zhou Q. Y. 2006). Le rôle de PROK2 comme 
médiateur des rythmes circadiens a été confirmé avec l’observation des souris invalidées pour 
PROK2, qui montrent des activités perturbées dans les rythmes locomoteurs, les cycles 




taux de glucocorticoïdes, ainsi que dans l’expression de gènes importants dans les rythmes 
circadiens (Li J. D. et al. 2006b). L’inactivation de PROKR2, qui est le récepteur prédominant 
des prokinéticines dans le NSC, perturbe également de nombreux processus physiologiques 
contrôlés par l’horloge circadienne (Prosser et al. 2007). Pour conclure, PROK2/PROKR2 
semblent à ce jour indispensables à la régulation adéquate du comportement et de la 
physiologie par le NSC. 
- Pathologies associées : sommeil altéré et dépression 
Une corrélation entre PROK2 et les cycles altérés de sommeil a été mise en  évidence dans 
des souris transgéniques pour la maladie de Huntington (Morton et al. 2005). Il a également 
été montré que les souris invalidées pour PROK2 montraient une réduction de l’anxiété et des 
comportements dépressifs (Li J. D. et al. 2009). 
 B. Neurogenèse  
La neurogenèse se déroule principalement pendant la vie embryonnaire et dans les étapes 
précoces post-natales. Chez les mammifères, elle continue chez l’adulte dans deux régions du 
cerveau : le bulbe olfactif (BO) et le gyrus dentelé de l’hippocampe. Il est bien décrit que 
PROK2/PROKR2 sont des régulateurs clés du développement neuronal du BO. PROK2, 
sécrété par le BO, agit comme un chémoattractant pour les progéniteurs neuronaux pendant le 
développement du BO chez le raton et le rat adulte (Cheng et al. 2002, Cheng et al. 2006). De 
plus, les souris invalidées pour PROK2 montrent un développement anormal du BO avec des 
défauts dans la migration et la différenciation des progéniteurs neuronaux, une hypoplasie et 
une architecture altérée du BO (Matsumoto et al. 2006, Ng et al. 2005). Ce phénotype a 
également été retrouvé chez les souris invalidées pour PROKR2 mais pas pour PROKR1, ce 
qui confirme l’importance de PROK2/PROKR2 pour la neurogenèse du bulbe olfactif. Par 
son action sur certains neurones, PROK2 inhibe la prise alimentaire et augmente la prise de 
boisson via PROKR2 (Negri et al. 2004, Negri et al. 2007).  
- Pathologie associée : le syndrome de Kallmann 
Le phénotype observé des souris invalidées pour PROKR2  ressemble en de nombreux points 
au phénotype de patients atteints du syndrome de Kallmann. Ce syndrome associe un 
hypogonadisme hypogonadotrope17, et une anosmie18 ou une hyposmie19, avec le plus souvent 
une atrophie du bulbe olfactif. Ce phénotype est retrouvé chez les souris invalidées pour 
PROKR2 (Matsumoto et al. 2006, Ng et al. 2005).  
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 Ces observations ont été confirmées par des études génétiques sur des patients, où des 
mutations de PROK2 et PROKR2 ont été retrouvées chez 10% des patients environ (Dode et 
al. 2006, Pitteloud et al. 2007). 
 C. Le système gastro-intestinal  
Les prokinéticines ont été décrites initialement comme protéines activatrices de la contraction 
de l’iléon isolé de cochon d’inde (Li M. et al. 2001, Mollay et al. 1999). Des études in vivo 
ont confirmées ces observations concernant la stimulation du transit gastro-intestinal par les 
prokinéticines (Zhou Q. Y. 2006). Un effet opposé des PROKs sur la relaxation via un 
mécanisme impliquant le NO sur le colon murin a aussi été rapporté (Hoogerwerf 2006). Par 
ailleurs, PROK2 ne semble pas stimuler la contraction du colon, ni celle de l’estomac chez la 
souris (Bassil et al. 2005). Ces données suggèrent l’importance de l’environnement extra et 
intracellulaire sur les différents effets observés. 
 D. Développement des cellules de la crête neurale 
Pendant le développement fœtal, la formation des neurones et de la glie du système nerveux 
entérique20 provient de cellules progénitrices multipotentes de la crête neurale entérique. Il a 
été rapporté que PROK1 et PROKR1 participent à la prolifération et différenciation  des 
cellules de la crête neurale entérique via une activation des voies de signalisation Akt et 
MAPK. Il a été suggéré que PROK1 pourrait contribuer à la formation de neurones aux 
actions inhibitrices sur l’activité musculaire (Ngan et al. 2007a). 
- Pathologie associée : le neuroblastome  
Le neuroblastome est la tumeur solide extra-crânienne la plus fréquente chez le jeune enfant. 
C'est un cancer touchant des cellules embryonnaires de la crête neurale qui constitue le 
système nerveux autonome sympathique. Il a été établi que PROKR1 est corrélé à différents 
stades de neuroblastome et que l’expression en ARNm de PROKR2 est augmentée dans les 
stades avancés de neuroblastome. PROK1 induit la prolifération, la survie, la migration et 
l’invasion des cellules de neuroblastome via l’activation de la voie Akt. La stimulation de la 
prolifération par PROK1 nécessite les deux récepteurs, alors que seul PROKR2 semble 
nécessaire pour la stimulation de la survie, ce qui suggère une interaction potentielle entre les 
deux récepteurs pour certains processus physiologiques (Ngan et al. 2007b).  
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 E. L’hématopoïèse et régulation de la réponse immune 
PROK2 est exprimée dans la moelle osseuse, les cellules sanguines, en particulier les 
monocytes, les neutrophiles, et les cellules dendritiques (LeCouter et al. 2004), alors que 
PROK1 est exprimée dans les lymphocytes B et T, ainsi que dans les tissus inflammés 
(Dorsch et al. 2005).  
PROK2 est exprimée par les neutrophiles sur le site de l’inflammation, et peut stimuler la 
migration des monocytes (LeCouter et al. 2004). Les PROKRs sont exprimés dans les cellules 
souches hématopoïétiques et dans certaines cellules sanguines matures, telles que les 
lymphocytes (LeCouter et al. 2004). Par ailleurs, PROK1 et PROK2 augmentent le nombre de 
colonies de granulocytes et monocytes, formées lors de la culture des cellules souches 
hématopoïétiques humaines. De plus PROK1 et PROK2 peuvent favoriser la survie et la 
différenciation des granulocytes et des monocytes (Dorsch et al. 2005, LeCouter et al. 2004). 
 F. La nociception 
Il est bien établi que les prokinéticines jouent un rôle dans la nociception. La nociception est 
l'ensemble des phénomènes permettant l'intégration au niveau du système nerveux central 
d'un stimulus douloureux via l'activation des nocicepteurs21 cutanés, musculaires et 
articulaires. L’injection de PROK2 ou Bv8 chez le rongeur entraine une hyperalgésie à un 
stimulus mécanique ou thermique, probablement via PROKR1 (Mollay et al. 1999, Negri et 
al. 2002). Ceci a été confirmé chez les souris invalidées pour PROKR1, qui présentent une 
réponse altérée à divers stimulants comme la chaleur, la capsaïcine22 ou des stimuli 
mécaniques (Negri et al. 2006). Les souris invalidées pour PROK2 ont également une réponse 
altérée à la nociception, ce qui suggère que le couple PROK2/PROKR1 jouerait un rôle 
principal dans ce processus biologique (Hu W. P. et al. 2006). 
- Pathologie associée : la douleur inflammatoire 
PROK2 est fortement exprimée dans les cellules sanguines comme les 
monocytes/macrophages, les neutrophiles, les cellules dendritiques et les tissus inflammés 
(Dorsch et al. 2005, Monnier and Samson 2008). PROK1 et PROK2 peuvent stimuler la 
libération de cytokines pro-inflammatoires, comme l’interleukine-1 (IL-1) et le TNF-α 
(Tumor Necrosis factor-α), connus pour intervenir dans la douleur chronique. 
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PROK1 et PROKR1 ont été retrouvés augmentés dans un modèle expérimental de colite23 
(Kimball et al. 2007). Les PROKs, libérées par les tissus inflammés, pourraient agir alors 
comme médiateurs de la nociception, en stimulant la libération de cytokines pro-
inflammatoires par les cellules immunes, et en activant les PROKRs des neurones, 
augmentant ainsi la réponse nociceptive (Negri et al. 2007).                                                                                                                                                                        
 G. L’angiogenèse  
Si PROK1 ne présente pas d’homologies structurales avec le VEGF, elle semble partager les 
mêmes propriétés angiogènes. Même si il y a un consensus avéré sur l’activité angiogène de 
PROK1 et PROK2, le débat continue sur la spécificité tissulaire du potentiel angiogène des 
prokinéticines. En effet, PROK1 (ou EG-VEGF) a été initialement identifiée comme le 
premier facteur angiogène spécifique de l’endothélium des glandes endocrines du fait de son 
expression majoritaire dans les tissus endocrines (les glandes surrénales, les ovaires, les 
testicules, le placenta), et de sa capacité à induire spécifiquement la prolifération, la survie, la 
migration, et la fenêtration des cellules endothéliales des capillaires dans ces tissus (LeCouter 
et al. 2001). Depuis cette première observation, de nombreux articles ont apporté une 
expression et des activités angiogènes au sein de tissus non endocrines, comme par exemple 
dans la choroïde, couche de la paroi du globe oculaire (Tanaka et al. 2006).  De plus, PROK1 
est exprimée dans les cellules de muscle lisse dans le corps jaune et l’aorte (Podlovni et al. 
2006), suggérant un effet paracrine probable de PROK1 sur les cellules endothéliales. 
a) Appareil reproducteur masculin : les testicules  
Les PROKs sont fortement exprimées dans les testicules de mammifères. PROK1 est 
essentiellement exprimée par les cellules de Leydig (LeCouter et al. 2003b, Samson et al. 
2004), sécrétant la testostérone, et PROK2 par les tubes séminifères dans les spermatocytes 
primaires (LeCouter et al. 2003b, Wechselberger et al. 1999). Les PROKRs sont exprimés par 
les cellules endothéliales du tissu interstitiel, et peuvent de ce fait réguler la prolifération et la 
fenêtration de la vasculature testiculaire, ainsi qu’agir sur le transport de la testostérone et 
d’autres facteurs (LeCouter et al. 2003b, Samson et al. 2004). Les souris invalidées pour 
PROKR2 montrent une atrophie sévère du système reproducteur, les testicules ne contenant 
alors que de petites cellules de Leydig, et pas de spermatides. De plus, l’injection in vivo de 
PROK1 ou PROK2 induit une forte réponse angiogenique dans le testicule (LeCouter et al. 
2003b).
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Figure 47 : Schéma des étapes du cycle ovarien. Schéma adapté de http://svt.ac-
dijon.fr/schemassvt/IMG/ovaire-545x404.jpg  




- Pathologies associées : cancer des testicules et de la prostate  
PROK1, fortement exprimée par les cellules de Leydig, a été décrite comme augmentée dans 
les tumeurs de ces cellules. L’endothélium testiculaire exprimant les PROKRs, PROK1 
pourrait être impliquée non seulement dans l’angiogenèse testiculaire physiologique, mais 
également dans ce cancer (Samson et al. 2004). PROK1 est augmentée dans le cancer de la 
prostate, et localisée dans l’épithélium glandulaire (Pasquali et al. 2006). De plus, PROK2 et 
les PROKRs sont exprimés dans les cultures primaires de cellules épithéliales prostatiques 
malignes. L’ensemble de ces résultats suggère une implication possible des PROKs dans le 
cancer prostatique (Pasquali et al. 2006). 
 
b) Appareil reproducteur féminin 
PROK2 est pratiquement indétectable dans les organes reproducteurs féminins (Ferrara et al. 
2004, Fraser et al. 2005) et le placenta (Hoffmann et al. 2006). De ce fait, ces résultats placent 
PROK1 comme le régulateur majeur de ces organes pour les prokinéticines. 
 Les ovaires 
PROK1 est fortement exprimée dans le stroma, en particulier dans les cellules de la région du 
hile ovarien24, cellules qui produisent des stéroïdes (voir figure 47) (Ferrara et al. 2004). Son 
expression fluctue selon le cycle ovarien, avec une forte expression dans les cellules de la 
granulosa du follicule primordial et primaire. Son expression est intense dans les cellules 
lutéales de la thèque à partir de 8 jours post-ovulation environ, et ce jusqu’à la moitié (voir la 
fin) de la phase lutéale (voir figure 47) (Ferrara et al. 2003, Fraser et al. 2005). Son expression 
en ARNm est stimulée in vitro par l’hCG sur ces cellules mais pas par la progestérone, 
suggérant un rôle de PROK1 possible dans la formation du corps jaune (Fraser et al. 2005). 
Les PROKRs sont fortement exprimés dans les cellules endothéliales lutéales (LEC) dont  la 
prolifération est augmentée par PROK1. L’injection de PROK1 dans l’ovaire induit de forts 
effets angiogènes chez le rat (LeCouter et al. 2001). Des études in vitro ont montré que 
PROK1 a des effets stimulants sur la prolifération et la survie des cellules endothéliales 
bovines du corps jaune (Kisliouk et al. 2005b). Dans les souris invalidées pour PROKR2, les 
follicules ovariens et le corps jaune ne se développent pas (Matsumoto et al. 2006). 
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Figure 48 : Expression de PROK1 dans l’endomètre au cours du cycle ovarien. Schéma adapté de 




Pendant la maturation folliculaire, le profil d’expression de PROK1 est inverse à celui de 
VEGF, qui est absent dans le follicule primordial et primaire, alors que PROK1 est fortement 
exprimée dans les cellules de la granulosa de ces deux types folliculaires. Dans le follicule 
secondaire, l’expression forte de PROK1 est maintenue, alors que celle de VEGF est faible. 
Dans le follicule tertiaire, l’expression de PROK1 chute, alors que celle de VEGF augmente 
fortement, principalement dans les cellules de la granulosa, et modérément dans celles de la 
thèque. Dans le follicule atrétique25, PROK1 est fortement exprimée alors que VEGF est 
faible (Maldonado-Perez et al. 2007). Après l’ovulation, l’expression de PROK1, qui est 
exprimée par les cellules de la granulosa, augmente dans le corps jaune, alors que l’expression 
de VEGF est déjà maximale dès le début de la phase lutéale (Fraser et al. 2005). Cette 
expression différentielle de PROK1 et VEGF suggère qu’ils pourraient avoir différents rôles à 
jouer dans le succès du processus ovulatoire avec une complémentarité d’action pour les 
processus angiogènes. 
- Pathologies associées : syndrome des ovaires polykystiques  
Le syndrome des ovaires polykystiques est caractérisé par une accumulation dans l’ovaire de 
follicules qui n'arrivent pas à maturité. PROK1 est exprimée fortement dans ces ovaires 
(Ferrara et al. 2003). Il a été montré que l’injection d’adénovirus pour les PROKs dans les 
ovaires augmentait la formation de kystes (Ferrara et al. 2003, LeCouter et al. 2001). 
 L’endomètre  
Les prokinéticines PROK1 et PROK2 et leurs récepteurs sont exprimés dans l’endomètre 
humain, mais uniquement PROK1 semble varier au cours du cycle ovarien, avec une 
augmentation pendant la fenêtre implantatoire (voir figure 48). L’endomètre est un des tissus 
où l’angiogenèse est activement régulée dans les conditions physiologiques au cours du cycle 
menstruel. Les études de S. Battersby et E.S.W. Ngan suggèrent que PROK1 participe à la  
régulation de l’angiogenèse dans l’endomètre (Battersby et al. 2004, Maldonado-Perez et al. 
2007, Ngan et al. 2006). Elle n’est plus exprimée dans l’endomètre après la ménopause, ce 
qui est cohérent avec le fait que PROK1 soit augmentée par les œstrogènes et la progestérone 
(Battersby et al. 2004, Maldonado-Perez et al. 2007, Ngan et al. 2006). 
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Figure 49 : Profil d'expression sérique d'EG-VEGF au cours de la grossesse.  Figure adaptée de 





c) Des effets angiogènes qui diffèrent selon l’origine vasculaire  
Les cellules endothéliales sont multifonctionnelles (pour revue voir (Michiels 2003)) et leurs 
propriétés varient selon leur origine, reflétant ainsi l’hétérogénéité endothéliale (Aird 2003). 
L’expression, la régulation et les effets médiés par les PROKs et leurs récepteurs diffèrent 
dans les cellules endothéliales selon l’origine vasculaire de celles-ci. Par exemple, concernant 
leur expression, on peut noter que PROKR1 et PROKR2 sont exprimés dans les cellules 
endothéliales du corps jaune (LEC), alors que seul PROKR1 est exprimé dans les cellules 
endothéliales de l’aorte (BAEC) et des capillaires cérébraux (BCEC). Pour leurs régulations, 
TNF-α inhibe PROKR1 dans les BAEC, alors que la privation en sérum inhibe fortement 
PROKR1 dans les BAEC et les LEC. En ce qui concerne les effets différentiels des PROKRs, 
PROK1 augmente la prolifération et la survie des LEC et BAEC, mais pas celui des BCEC. 
De même, PROK1 augmente la perméabilité cellulaire et le transport paracellulaire dans les 
LEC, et non ceux des BAEC et les BCEC. L’ensemble de ces résultats suggère que les 
prokinéticines et leurs récepteurs possèdent différents rôles selon le type cellulaire étudié 
(Podlovni et al. 2006).  
4.6 PROK1/EG-VEGF et placenta  
L’expression de PROK1 a été brièvement rapportée dans le placenta par l’équipe de Ferrara 
en 2001, puis par d’autres équipes (Burton et al. 2003, Denison et al. 2008, Haouzi et al. 
2009, LeCouter et al. 2001, Lee Y. L. et al. 2009). L’essentiel des données concernant son 
expression et sa régulation dans le placenta au cours de la grossesse ont été décrites par notre 
laboratoire. L’ensemble des données publiées dans le placenta utilise le terme EG-VEGF à la 
place de PROK1, c’est donc par EG-VEGF que je désignerai ce facteur dans la suite de ce 
manuscrit. 
 A. Expression sérique d’EG-VEGF au cours de la grossesse  
Dans une récente publication (Hoffmann et al. 2009), le laboratoire a comparé le profil 
d’expression sérique d’EG-VEGF chez la femme au cours de la grossesse et chez la femme 
non enceinte (voir figure 49). Les taux circulants d’EG-VEGF étaient détectables dans tous 
les sera testés, et significativement plus élevés chez la femme enceinte pour l’ensemble des 
âges gestationnels. Les taux circulants d’EG-VEGF chez la femme non enceinte étaient de 30 






































































































































Figure 50 : Expression d'EG-VEGF en ARNm et protéine au 1er trimestre de grossesse (a et b sont 
significativement différents). Attention, les âges gestationnels sont en semaines de développement (il faut 





élevés au 1er trimestre de la grossesse, avec 200 pg/ml environ, avant de baisser 
significativement au 2ème et 3ème trimestre à 70 pg/ml en moyenne. On peut penser que cette 
augmentation sérique d’EG-VEGF pourrait avoir de nombreuses conséquences sur les 
différents organes de la mère.  
 B. Expression placentaire des prokinéticines et de leurs récepteurs 
au 1er trimestre  
a) Profil d’expression placentaire au 1er trimestre de grossesse 
EG-VEGF est abondant dans le placenta humain (LeCouter et al. 2001). Son expression 
placentaire est dynamique pendant la grossesse, avec une expression majoritaire pendant le 1er 
trimestre, qui est également la période du pic d’expression sérique. Son profil d’expression 
dans le placenta au cours du premier trimestre de la grossesse a été établi par le laboratoire 
(Hoffmann et al. 2006). EG-VEGF montre un pic d’expression en ARNm et en protéines vers 
8-9 semaines de développement, correspondant à 10 SA environ, période qui se situe peu 
avant l'établissement de la circulation fœto-maternelle (voir figure 50). De manière générale, 
PROK2 est non détectable dans le placenta humain avec une détection faible entre 8 et 10 SA 
en ARNm et protéines (Hoffmann et al. 2006). Cette différence d’expression entre EG-VEGF 
et PROK2 est similaire à celle retrouvée dans l’endomètre (Battersby et al. 2004) ou le corps 
jaune (Fraser et al. 2005). PROKR1 montre le même profil d’expression qu’EG-VEGF au 
cours du 1er trimestre avec un pic d’expression entre 8-10 SA. Contrairement à PROKR1, 
PROKR2 présente quant à lui un profil d’expression plus stable au 1er trimestre (Hoffmann et 
al. 2006).  
b) Localisation et expression cellulaire au 1er trimestre  
EG-VEGF est exprimé majoritairement par les syncytiotrophoblastes et les cellules de 
Hofbauer avec une expression faible dans les cytotrophoblastes.  L’ARNm d’EG-VEGF est 5 
fois plus abondant dans les trophoblastes en cultures primaires que dans des extraits 
placentaires totaux au 1er trimestre de grossesse. Les récepteurs PROKR1 et PROKR2 sont 
également exprimés dans le placenta humain. PROKR1 est principalement présent dans le 
cytotrophoblaste, alors que PROKR2 est majoritaire dans le syncytiotrophoblaste, les 
trophoblastes extravilleux et les cellules endothéliales microvasculaires placentaires 











Figure 51 : Effet inhibiteur d'EG-VEGF sur l'invasion des TEV (noté EVT sur la figure) d'explants 




 L’ARNm de PROKR1 est 80 fois plus abondant que celui de PROKR2 dans les trophoblastes 
en culture primaire. Cette différence d’expression des PROKRs au sein des différents types 
cellulaires suggère de possibles effets différentiels d’EG-VEGF sur ces cellules.  
 C. Expression d’EG-VEGF et de ses récepteurs au 3ème  trimestre  
Etant donné la difficulté d’obtenir du tissu placentaire sain de 2ème trimestre de grossesse, 
l’essentiel des données concernant les prokinéticines et leurs récepteurs au delà du 1er 
trimestre concerne des tissus de troisième trimestre de la grossesse, récupérés après 
césarienne. EG-VEGF, PROKR1, et PROKR2 se trouvent alors dans les 
syncytiotrophoblastes, les cytotrophoblastes, l’endothélium fœtal, et les macrophages 
(Brouillet et al. 2010, Denison et al. 2008). Dans de nombreuses expériences non publiées, 
une hausse de l’expression protéique des PROKRs a été observée dans des placentas à terme. 
Des expériences complémentaires sont à envisager afin de savoir si ces augmentations sont le 
reflet d’une augmentation continue au 2ème et 3ème trimestre, ou si cela est dû à une hausse 
tardive déclenchée par l’accouchement. 
 D. Régulation d’EG-VEGF et des PROKRs dans le placenta humain 
Lorsque j’ai débuté ma thèse, l’unique régulation connue pour EG-VEGF et ses récepteurs 
dans le placenta humain concernait la régulation d’EG-VEGF et de PROKR1 par l’hypoxie. 
PROKR1 présente un pic d’expression vers 9-10 SA, comme EG-VEGF, pic qui se situe 
pendant la période d’hypoxie placentaire. Le laboratoire a mis en évidence la stimulation 
d’EG-VEGF et de PROKR1 par l’hypoxie dans des trophoblastes en culture primaire 
(Hoffmann et al. 2006). Néanmoins, les profils d’expression d’EG-VEGF et de PROKR1 ne 
sont pas totalement superposables à celui de l’hypoxie placentaire, qui couvre toute la période 
du 1er trimestre de la grossesse. Ces différences suggèrent une régulation possible par d’autres 
facteurs. 
 E. Rôle d’EG-VEGF sur les trophoblastes extravilleux (TEV) 
L’expression majoritaire de PROKR2 par les TEV suggérait une action possible d’EG-VEGF 
sur ces cellules. Il a été montré qu’EG-VEGF diminuait la migration, l’invasion et 
l’organisation en réseaux pseudo-vasculaires des TEV au 1er trimestre de grossesse (voir 
figure 51) (Hoffmann et al. 2006, Hoffmann et al. 2009). L’effet inhibiteur d’EG-VEGF sur la 
migration et l’organisation était totalement aboli par l’utilisation d’ARN interférant PROKR2, 




Dans la physiologie placentaire, l’invasion trophoblastique s’accompagne in vivo d’un 
remodelage de la matrice extracellulaire par les métalloprotéinases (MMPs). Le rôle 
inhibiteur d’EG-VEGF sur l’invasion des TEV était complété par une diminution de la 
production de MMP2 et MMP9 par les trophoblastes extravilleux et les explants placentaires 
(Hoffmann et al. 2009), métalloprotéinases qui sont importantes pour le remodelage de la 
matrice extracellulaire (Bischof et al. 1998, Fisher et al. 1985). L’ensemble de ces résultats 
suggère qu’EG-VEGF est impliqué dans le contrôle de l’invasion trophoblastique en inhibant 
leur migration pendant le 1er trimestre de grossesse, protégeant ainsi la villosité placentaire 
d’un remodelage anticipé des artères spiralées maternelles, et donc d’une oxygénation trop 
précoce, qui induirait un stress oxydatif important. Après 10 SA, la baisse physiologique 
d’EG-VEGF entraînerait la levée de cette inhibition, permettant alors aux TEV d’envahir la 
décidue. L’élargissement des artères spiralées permettrait alors l’oxygénation optimale de 



















La thématique de recherche du laboratoire dans lequel j’ai effectué ma thèse est centrée sur 
l’étude de l'angiogenèse physiologique et tumorale, en particulier dans les glandes endocrines 
(cortex surrénal et placenta). L’essentielle de l’activité de recherche porte sur l’étude de deux 
facteurs majeurs de l'angiogenèse, VEGF et EG-VEGF. Le laboratoire cherche à comprendre 
les mécanismes de contrôle de l'angiogenèse physiologique, afin de développer de nouvelles 
stratégies thérapeutiques pour inhiber l’angiogenèse pathologique, et en particulier tumorale. 
 
Au sein de ce laboratoire, l’équipe que j’ai intégrée étudie en particulier le rôle d'EG-VEGF 
dans la vascularisation placentaire, et dans les pathologies de la grossesse d'origine vasculaire 
(Toxémie Gravidique et Retard de Croissance Intra-Utérin). Cette équipe est née en 2003 lors 
de l’intégration dans l’unité du Dr. Nadia Alfaidy, qui a développé le modèle placenta et qui 
dirige ce projet. L’équipe a caractérisé dans un premier temps l’expression d’EG-VEGF et de 
ses récepteurs dans le placenta humain et murin. Dans un deuxième temps, l’étude des rôles 
de ce facteur sur les trophoblastes extravilleux, sa régulation par l’hypoxie ainsi que sa 
dérégulation dans la Toxémie Gravidique ont également été établies (Hoffmann et al. 2006, 
2007, Hoffmann et al. 2009).  
 
Depuis mon arrivée en 2007, mon travail a porté sur la compréhension des mécanismes du 
développement placentaire normal et pathologique au cours du 1er trimestre de la grossesse, et 
sur l’étude des pathologies de la grossesse, comme le RCIU. 
 
Suite aux résultats publiés par l’équipe depuis 2006, le premier objectif de travail de ma thèse 
a été de caractériser l’effet du facteur angiogène EG-VEGF sur les cellules endothéliales 
placentaires, les HPEC. Nous avons pour cela mis en place la culture primaire au sein du 
laboratoire. Le deuxième objectif de ma thèse a été d’étudier la régulation d’EG-VEGF et de 
ces récepteurs par l’hCG, hormone clé de la grossesse, au sein de la villosité choriale. Enfin, 
le troisième objectif a été de caractériser l’expression de ce facteur et de ces récepteurs dans 





































Figure 52 : Expression d'EG-VEGF et VEGF dans le placenta au 1er trimestre de grossesse. Schémas 
adaptés de (Fournier et al. 2007). 
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I. Effet d’EG-VEGF sur l’angiogenèse placentaire 
(première publication)  
1.1 Contexte de la première publication  
Quand j’ai débuté mon travail de thèse, le rôle angiogène d’EG-VEGF était relativement bien 
établi dans différents organes dérivés des glandes endocrines, comme les testicules (LeCouter 
et al. 2003b, Samson et al. 2004), les ovaires (Kisliouk et al. 2005a, Kisliouk et al. 2005b, 
LeCouter et al. 2001), et les surrénales (LeCouter et al. 2001, Lin D. C. et al. 2002a). Le rôle 
angiogène d’EG-VEGF dans des tissus non endocrines, comme dans la choroïde par exemple, 
avait également été rapporté (Tanaka et al. 2006). En 2001, l’équipe de Ferrara rapportait 
qu’EG-VEGF n’activait pas la prolifération et la migration des HUVEC (Human Umbilical 
Vein Endothelial Cells), cellules endothéliales dérivées de la veine ombilicale humaine 
(LeCouter et al. 2001), mais aucune donnée sur le potentiel angiogène d’EG-VEGF sur les 
cellules endothéliales placentaires, qui est un organe privilégié de l’expression de ce facteur, 
n’avait été publiée jusque là. 
 
Devant ce constat, nous avons entrepris d’établir le rôle angiogène d’EG-VEGF sur les 
cellules endothéliales placentaires, les HPEC. De nombreuses données suggéraient une action 
potentielle d’EG-VEGF sur l’angiogenèse du placenta : 
- EG-VEGF a un rôle angiogène dans de nombreux organes. 
- Le placenta, organe fortement vascularisé, est un site d’expression privilégié de ce 
facteur angiogène et de ses récepteurs.  
- L’expression sérique d’EG-VEGF est maximale au 1er trimestre de grossesse 
(Hoffmann et al. 2009), période où l’angiogenèse placentaire est fortement activée. 
- L’hypoxie augmente l’expression d’EG-VEGF et de son récepteur PROKR1 dans les 
trophoblastes (Hoffmann et al. 2006). 
- EG-VEGF et VEGF sont exprimés dans des compartiments cellulaires adjacents dans 





Figure 53 : Morphologie de cellules endothéliales HUVEC et HPEC. Les HUVEC (à gauche) sont 




Figure  54 : Localisation des HPEC et des HUVEC. Schémas adaptés de 
http://static.howstuffworks.com/gif/adam/images/en/anatomy-of-a-normal-placenta-picture.jpg, 
http://www.bioscience.org/atlases/fert/images/figures/matuplac.jpg et (Fournier et al. 2007) 
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Des précautions particulières étaient nécessaires pour étudier l’effet angiogène d’EG-VEGF 
dans la villosité placentaire. En effet, l’hétérogénéité des cellules endothéliales 
macrovasculaires et microvasculaires est bien établie, tant au niveau de leur morphologie que 
de leur fonctionnalité (voir figure 53) (Bicknell 1993, Fajardo 1989, Garlanda and Dejana 
1997, Zetter 1981).  
 
De nombreuses caractéristiques discriminantes ont été rapportées pour les HUVEC et les 
HPEC concernant : leur morphologie (Jinga et al. 2000), leur expression génique (Murthi et 
al. 2007, Murthi et al. 2008), leur sécrétion de substances vasoactives (Lang et al. 2003), et 
leur réponse proliférative à des agents mitogènes comme le VEGF, PlGF ou FGF-2 (Khaliq et 
al. 1999, Lang et al. 2001, Lang et al. 2003, Migdal et al. 1998, Park et al. 1994). Cette 
hétérogénéité entre les cellules macrovasculaires et microvasculaires impose d’étudier 
spécifiquement les cellules endothéliales de l’organe concerné, et d’éviter au maximum les 
extrapolations d’organe à organe. Les HUVEC, largement utilisées pour l’étude des processus 
angiogènes, ne permettent donc pas de conclure sur les caractéristiques des cellules 
endothéliales dérivées d’organes différents (voir figure 54) (Lang et al. 2001). De ce fait, 
l’absence d’effets d’EG-VEGF sur la prolifération et la migration des HUVEC (LeCouter et 
al. 2001) n’excluait pas une possible action de cette cytokine sur les HPEC.  
 
Pour étudier l’effet angiogène d’EG-VEGF sur le placenta, nous avons donc choisi d’utiliser 
les cellules endothéliales placentaires HPEC. Le placenta, qui possède à terme un réseau 
vasculaire estimé à 550 km environ (Burton and Jauniaux 1995, Jackson et al. 1992), est une 
excellente source pour les cellules endothéliales microvasculaires. Pour notre étude, 
l’isolement d’HPEC à partir de vaisseaux de placentas à terme a été réalisé selon la technique 
décrite par l’équipe de Simionescu (Jinga et al. 2000). Après 10-12 jours de culture, les HPEC 
arrivent à confluence et possèdent un phénotype allongé caractéristique. Après vérification du 
phénotype endothélial de nos cellules par différents marqueurs endothéliaux (CD-31, facteur 
de von Willebrand, UEA-lectine, ou internalisation de LDL acétylées), notre travail a consisté 
à établir l’action angiogène d’EG-VEGF sur les cellules endothéliales microvasculaires 





Figure 55 : Test de formation de réseaux pseudo-vasculaires. Les cellules endothéliales forment 
spontanément des réseaux pseudo-vasculaires lorsqu’elles sont cultivées sur Matrigel® (Murray 2003). La 
présence de certains facteurs dans le milieu de culture peut augmenter ou diminuer le nombre de réseaux 






Figure 56 : Test de bourgeonnement de sphéroïdes. Les cellules endothéliales sont mises en culture dans 
des puits à fond rond sur la nuit, permettant ainsi la formation d’un sphéroïde par puits.  Le lendemain, le 
sphéroïde est transféré avec précaution, et inclus dans un gel de collagène. Les premiers bourgeons 
apparaissent dès les premières heures d’inclusion. 
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Dans un premier temps, nous avons étudié l’expression des récepteurs d’EG-VEGF, PROKR1 
et PROKR2, dans les vaisseaux fœtaux placentaires et ombilicaux, puis nous avons vérifié le 
maintien de l’expression de ces récepteurs après l’isolement et la culture des HPEC et des 
HUVEC. Nous avons ensuite étudié l’effet d’EG-VEGF sur la prolifération, la migration et la 
survie des HPEC et des HUVEC.  
 
Dans un deuxième temps, nous avons étudié l’effet angiogène d’EG-VEGF par deux tests 
complémentaires : le test d’organisation en réseaux pseudo-vasculaires (voir figure 55) et le 
bourgeonnement de sphéroïdes d’HPEC et d’HUVEC (voir figure 56).  
 
Dans le placenta, l’endothélium microvasculaire participe non seulement à l’angiogenèse, 
mais également aux échanges de nutriments et de solutés entre la mère et le fœtus. Il constitue 
donc une véritable barrière semi-perméable essentielle pour le succès de la grossesse. Dans 
une troisième partie, nous avons déterminé l’effet d’EG-VEGF sur la perméabilité 
endothéliale et le transport para-cellulaire d’une monocouche d’HPEC. 
 
Grâce à une stratégie d’ARN interférents et d’anticorps bloquants, nous avons étudié 
l’implication différentielle des récepteurs PROKR1 et PROKR2 dans l’effet d’EG-VEGF sur 
l’angiogenèse et la perméabilité des HPEC. 
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Endocrine gland derived vascular endothelial growth factor (EG-VEGF) also called prokineticin (PK1), has been identified
and linked to several biological processes including angiogenesis. EG-VEGF is abundantly expressed in the highest
vascularized organ, the human placenta. Here we characterized its angiogenic effect using different experimental
procedures. Immunohistochemistry was used to localize EG-VEGF receptors (PROKR1 and PROKR2) in placental and
umbilical cord tissue. Primary microvascular placental endothelial cell (HPEC) and umbilical vein-derived macrovascular
EC (HUVEC) were used to assess its effects on proliferation, migration, cell survival, pseudovascular organization,
spheroid sprouting, permeability and paracellular transport. siRNA and neutralizing antibody strategies were used to
differentiate PROKR1- from PROKR2-mediated effects. Our results show that 1) HPEC and HUVEC express both types
of receptors 2) EG-VEGF stimulates HPEC’s proliferation, migration and survival, but increases only survival in HUVECs.
and 3) EG-VEGF was more potent than VEGF in stimulating HPEC sprout formation, pseudovascular organization, and
it significantly increases HPEC permeability and paracellular transport. More importantly, we demonstrated that PROKR1
mediates EG-VEGF angiogenic effects, whereas PROKR2 mediates cellular permeability. Altogether, these data charac-
terized angiogenic processes mediated by EG-VEGF, depicted a new angiogenic factor in the placenta, and suggest a novel
view of the regulation of angiogenesis in placental pathologies.
INTRODUCTION
The human placenta is a highly vascularized organ. By the
end of gestation, it has developed a capillary network that is
;550 km in length and 15 m2 in surface (Burton and Jau-
niaux, 1995). This network is essential for efficient materno-
fetal exchange, but also plays a key mechanistic role in the
elaboration of the placental villous tree. Vasculogenesis, and
subsequent angiogenesis, are the pivotal processes for the
enlargement of the placental vascular tree and placental
development (Charnock-Jones and Burton, 2000; Leach et al.,
2002; Charnock-Jones et al., 2004; Demir et al., 2004, 2007).
Failure in these processes can lead to preeclampia (PE), early
pregnancy loss, and intrauterine growth restriction (IUGR).
It is now well established that a close relationship exists
between embryonic development and the degree of vascu-
larization of the chorionic villi, and that normal chorionic
villous vascularization is essential for undisturbed develop-
ment of pregnancy (te Velde et al., 1997).
Angiogenic growth factors are considered to be the main
mediators of placental angiogenesis. Mouse models have dem-
onstrated the importance of two families of ligands, namely
vascular endothelial growth factors (VEGFs) and angiopoi-
etins, and their respective tyrosine kinase receptors in fetal and
placental angiogenesis (Risau, 1997; Neufeld et al., 1999; Sibai et
al., 2005). Although VEGF-A and the angiopoietins are essen-
tially selective for endothelial cells, they are widely expressed.
Thus, it has been difficult to reconcile endothelial cell pheno-
typic diversity with the action of ubiquitous factors. Different
studies have provided evidence for certain vascular bed-spe-
cific responses to VEGF (Palade et al., 1979; Dellian et al., 1996).
In the placenta, VEGF acts differentially on the two types of
endothelial cells that form this organ: the human placental
microvascular endothelial cells (HPECs) that lie in the fetal
capillaries of chorionic villi and the human umbilical vein
macrovascular endothelial cells (HUVECs). Hence, it is likely
that morphological and functional diversity among endothelia
is achieved by several mechanisms, including vascular bed–
specific response to ubiquitous mediators and the existence of
unique mitogenic/differentiating factors with a tissue-restr-
icted expression pattern.
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The existence of organ-specific angiogenic factors has
been postulated for many years (Stewart and Wiley, 1981;
Roberts et al., 1998), but only recently received confirmation
when such a factor, named endocrine gland–derived vascu-
lar endothelial growth factor (EG-VEGF), was characterized
and sequenced (LeCouter et al., 2001). This new factor was
found to be expressed in testis, adrenal gland, ovary, and
placenta (LeCouter et al., 2001). More importantly, its angio-
genic action appeared to be restricted to endothelial cells
derived from endocrine tissues (LeCouter et al., 2001).
In endothelial cells isolated from steroidogenic tissues,
EG-VEGF was shown to promote proliferation, survival, and
chemotaxis (LeCouter et al., 2001; Lin et al., 2002b). More
importantly, in vivo delivery of adenoviruses encoding
EG-VEGF resulted in endocrine tissue-specific angiogenesis
(LeCouter et al., 2001). EG-VEGF, also known as prokineti-
cin-1 is a member of a class of proteins that includes Bv8, a
frog peptide purified from the skin secretion of the yellow-
bellied toad Bombina variegata, also known as prokineticin-2
(PROK2) in mammals. Human EG-VEGF and Bv8 proteins
present 83% identity and share the same G protein–coupled
receptors, termed PROKR1 and PROKR2 (Lin et al., 2002a).
EG-VEGF expression in the placenta was briefly described
in the initial report by LeCouter et al. (2001). In three recent
publications from our group, we have shown that EG-VEGF
and its receptors, but not PROK2, are highly abundant in
human placenta during the first trimester of pregnancy, with
the highest expression of EG-VEGF found in the syncytiotro-
phoblast layer; that their expression is up-regulated by hyp-
oxia; that EG-VEGF controls trophoblast invasion; and that
its circulating levels were significantly higher in PE patients
(Hoffmann et al., 2006, 2007, 2009). The specificity and the
magnitude of EG-VEGF expression in endocrine glands, its
similarity of action with VEGF, its up-regulation by hypoxia
and deregulation in PE, suggested to us that this new factor
might play important role in placental angiogenesis. Here,
we sought to characterize the angiogenic processes medi-
ated by EG-VEGF in a highly vascularized organ, the human
placenta and compare its effects to the well studied angio-
genic factor, VEGF. Both microvascular (HPEC) and macro-
vascular (HUVEC) cells were studied.
MATERIALS AND METHODS
Tissues Collection
Collection and processing of human placentas were approved by the district
and local hospital ethical committees, and collection was performed accord-
ing to the Grenoble Hospital and University Joseph Fourier code of practice.
Informed patient consent was obtained in all cases. Human term placentas
were obtained from uncomplicated pregnancies after elective caesarean sec-
tion delivery between 38 and 40 wk of gestation (wg) of gestation. For each
placenta both the placental disk and the attached umbilical cord were used for
the isolation of HPEC and HUVEC cells, respectively.
Endothelial Cell Isolation
HPEC Cell Isolation. Primary HPECs were isolated from fetal vessels of
human term placenta, as described elsewhere (Jinga et al., 2000). Term trimes-
ter placentas were used for technical reasons, as the large size of the placenta at
this gestational age allows the isolation of a sufficient number of endothelial cells.
At this gestational age, EG-VEGF receptors are both expressed (Hoffmann et al.,
2007; Denison et al., 2008). In brief, HPECs were isolated from term placental villi
by enzymatic perfusion of the vasculature followed by separation of the resulting
cells on a Percoll density gradient. The cells were further purified by a two-step
selection procedure, based on differential trypsinization (Jinga et al., 2000).
HPECs were used in our experiments between passage 3 and 5. Cells were
cultured at 37°C in 5% CO2 in air (vol/vol) and relative humidity greater than
95%. HPECs were maintained in endothelial cell basal medium (MCDB131,
Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented with fetal bovine serum (FBS,
15%, Invitrogen, Cergy Pontoise, France), EGM 2MV endothelial med single
quotkit (Lonza, Basel, Switzerland), and antibiotics (1%) and were passaged
upon reaching confluence, typically every 3–4 d.
HPEC Characterization. Isolated HPEC cells were tested for their expression
of endothelial cell markers CD31 (PECAM) and von Willebrand factor, for
binding of Ulex europaeus lectin (UEA-I) and for their DiI-Ac-LDL uptake, and
for smooth muscle cell contamination was assessed by immunostaining of
smooth muscle actin, according to the following methods.
von Willebrand factor antigen, UEA-I lectin, and CD31. For the three anti-
bodies the following protocol was used: HPECs were cultured on glass
coverslips, rinsed three times with DMEM, fixed in cold acetone (20°C) for 5
min, and air-dried at room temperature (RT). Anti-human IgGs against von
Willebrand factor antigen was used at 1/1000 dilution (rabbit IgG, Dako,
France), UEA-I (Ulex lectin binding) was used at 1/10 (Sigma-Aldrich, St.
Quentin Fallavier, France) and CD31 was used at 1/100 (mouse IgG, Dako).
All antibodies were diluted in PBS. The glass coverslips with cultured cells
(upside down) were exposed to antibodies in a moisture chamber, at 37°C, for
1 h. After extensive washing with PBS, the cells were incubated in the same
conditions, with their specific secondary antibodies labeled with Cy2 (1/1000;
Molecular Probes, Eugene, OR) for the vW*** or with FITC for CD31. Lectin
UEA-1 was TRITC labeled. After 1 h, at 37°C, the coverslips were washed
thoroughly with PBS (three times for 15 min), fixed in 2% paraformaldehyde
for 10 min, and mounted in a drop of Vectashield (Dako), and placed under
coverslips. Preparations were observed under a Leica confocal microscope
(TCS-SP2; Deerfield, IL). Incubation in buffer without primary antibodies was
used as negative control. The same protocol as for the staining for endothelial
cell markers was also used to stain smooth muscle actin (1/70, mouse IgG,
clone A14 from Dako).
Uptake of acetylated low-density lipoproteins (AcLDL). AcLDL coupled
with fluorescent 1,1-dioctadecyl-3,3,3,3-tetramethyl-indocarbocyanide per-
chlorate (Molecular Probes, Eugene, OR; AcLDL-DiI) was prepared as de-
scribed by Voyta et al. (1984). Confluent HPEC on glass coverslips were
washed with PBS containing 1.2 mM CaCl2 and 0.5 mM MgCl2 (Sigma-
Aldrich), incubated with AcLDL-DiI (10 mg/ml) for 1 h, and examined with
the fluorescence microscope. Controls consisted of similarly processed cul-
tures, except that AcLDL-DiI was omitted from the incubation medium.
HUVEC Isolation. HUVEC were isolated from human umbilical cord veins as
described before (Hebert et al., 1990). The isolated cells were cultured in EGM-2
endothelial medium bullet kit (Lonza) fetal calf serum at 37°C under 5% CO2.
RNA Isolation and RT-PCR Analysis
Total RNA was extracted from HPECs and HUVEC as previously described
using a rapid RNA isolation system (Qiagen RNeasy, Courtaboeuf, France).
Table 1. Primers used in this study
Gene Forward primer Reverse primer T (°C) for qPCR
PROKR1 59-GTCCTCGTCATTGTCAAGAGCC-39 59-AAACACGGTGGGGAAGAAGTCG-39 58
PROKR2 59-CATCCCATCGCCTTACTTTGC-39 59-CTTTTCCTTCACGAACACAGTGG-39 58
GAPDH 59-ACCCAGAAGACTGTGGATGG-39 59- TTCTAGACGGCAGGTCAGGT-39 60
Galpha12 59- ATGGTCTCCTCCAGCGAGTA-39 59-CTTGATGCTCACGGTCTTCA-39 60
Galpha13 59-GGAGATCGACAAATGCCTGT-3 59-CAACCAGCACCCTCATACCT-3 60
Galpha 11 59-TGAGCGATGAGGTGAAGGAGTC-39 59-CGGTGAAGATGTTCTGGTAGACG-39 60
Galpha i1 59-CGGTGCTGGTGAATCTGGTAAAAG-39 59-ACCTCCCCATAGCCCTAATGATAG-39 60
Galpha i2 59-TGTCTACAGCAACACCATCCAGTC-39 59-CAATACGCTCCAGGTCGTTCAG-39 60
qPCR, quantitative PCR.
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Reverse transcription was performed on 1 mg total RNA with Superscript
II-RnaseH reverse transcriptase (Invitrogen).
Real-Time PCR Analysis
GAPDH, and G proteins (Ga11, Ga12, Ga13, Gai1, Gai2) mRNA expressions
were quantified by real-time RT-PCR using a Light Cycler apparatus (Roche
Diagnostics, Meylan, France). The PCR was performed using the primers
shown in Table 1 and SYBR green PCR core reagents (Light Cycler-FastStart
Master SYBR Green I, Roche Diagnostics, Meylan, France). For negative
controls, we used a complete DNA amplification mix, where the target cDNA
template was replaced by water. PCR conditions were as follows: step 1, 94°C
for 10 min; and step 2, 45 cycles consisting of 95°C for 15 s, temperature
indicated in Table 1 for 5 s and 72°C for 10 s. The results were normalized to
GAPDH mRNA expression level.
RNA Interference
Expression of PROKR1 and PROKR2 mRNAs was inhibited by transfection of
small interfering RNAs (siRNAs). Briefly, 1 d after plating, HPEC cells were
transfected with or without 10–50 nM siRNA duplexes for PROKR1 or R2 genes,
using RNA interference (RNAi) Max (Ambion, Austin, TX). siRNA duplexes
(21-nucleotide) were purchased from Ambion. PROKR1 siRNA oligonucleotide
templates were the following (59-39): antisense: GGCUUCUUACAAUGGCG-
GUtt; sense: ACCGCCAUUGUAAGAAGCCtt, and PROKR2 siRNA oligonucle-
otide templates were the following (59-39): antisense: GUUAUGGUGAUUAU-
GACCUtt; sense: AGGUCAUAAUCACCAUAACtg. Scrambled siRNA dup-
lexes of these targeting sequences served as nonspecific control siRNA.
Immunohistochemistry
Placental tissues were collected from first trimester termination of pregnancy
between 9 and 10 wg. Umbilical cords were collected at term from caesarean
deliveries. Immunohistochemistry was processed as described previously
(Hoffmann et al., 2009) .
Western Blotting Analysis
Western blotting was used to demonstrate the effect of EG-VEGF on mitogen-
activated protein (MAP) kinase and AKT activation, to verify the loss of
PROKR1 and PROKR2 mRNAs in HPECs treated with specific siRNAs to
these proteins and to demonstrate the blocking effect of neutralizing antibod-
ies to PROKR1 and PROKR2. Western blotting was processed as previously
described (Hoffmann et al., 2009). The rabbit antibodies against MAP kinase
was (1/40,000, Sigma-Aldrich), phospho-MAP-kinase (1/5000, Promega,
Madison, WI), Akt (1/1000, Cell Signaling, Beverly, MA), phosphor-AKT
(1/1000, Cell Signaling), PROKR1 (0.84 mg/ml, in house antibody), and
PROKR2 (0.84 mg/ml, in house antibody). Mouse anti-human ß-actin anti-
Figure 1. PROKR1 and PROKR2 protein ex-
pression in placental-tissue, umbilical cord
and in isolated HPECs and HUVECs. (A)
Chorionic villi and umbilical cord sections
immunostained with anti-PROKR1 and anti-
PROKR2 antibodies. The undersized photo-
graphs on the right show tissue sections incu-
bated with the respective preimmune sera.
Subset photographs in each panel represent
higher magnifications for the staining in en-
dothelial cells. CT, cytotrophoblast; Ho, Hof-
bauer cells; St, syncytiotrophoblast; Ec, endo-
thelial cells; bv, blood vessels. Scale bar, 50
mm. (B) A representative Western blot analy-
sis of PROKR1 and PROKR2 expression in
HPECs and HUVECs. (C) A quantification of
levels PROKR1 and PROKR2 protein expres-
sion in HPEC and HUVEC cells. *p , 0.05.
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body (1/8000, Sigma-Aldrich) was used as an internal control for protein
loading.
Assessment of HPEC and HUVEC Proliferation
Both [3H]thymidine incorporation and Ki67 staining were used. The effect of
EG-VEGF on cellular proliferation was examined using recombinant human
EG-VEGF (Tebu, Le Perray-en-Yvelines, France). Cells were placed in 48-well
plates (7 3 104 cell/well) and cultured overnight (37°C, 5% CO2). The cells
were serum-starved for 24 h and then incubated for 24 h in serum-free media
containing 10–50 ng/ml EG-VEGF, which corresponds to 1–5 nM. The choice
of these concentrations was based on the IC50 of EG-VEGF for its receptors
(2.7 nM; Lin et al., 2002a; Maldonado-Perez et al., 2007). For [3H]thymidine,
cells were labeled with 0.5 mCi/ml [3H]thymidine (Amersham, Les Ulis,
France). The cells were subsequently washed in HBSS and incubated in 2 ml
ice-cold 5% trichloroacetic acid for 20 min at RT. After washing, 0.4 ml of 0.1
M NaOH and 0.1% SDS was added; the lysates were transferred to Eppendorf
tubes and counted in a liquid scintillation counter (Beckman, Krefeld, Ger-
many; LS 6500). For Ki67 staining the cells were incubated for 24 h in
serum-free media containing 10–50 ng/ml EG-VEGF, fixed in paraformalde-
hyde for 20 min, and then stained for Ki67 antibody (Dako).
Assessment of HPEC and HUVEC Migration
Wound healing assay was performed to examine the effect of EG-VEGF on
HPEC and HUVEC cell motility. Cells were seeded in equal number into
six-well plates and processed as previously described (Hoffmann et al., 2009).
To further characterize the signaling pathway of EG-VEGF, inhibitors of MAP
kinases and phosphatidylinositol 39-kinase (PI3K) kinases (PD98059 and
LY294002) have been used at 20 and 10 mM, respectively.
Apoptosis Detection
HPEC cells were serum-starved for 24 h and then incubated for an extra 24 h
in the absence or presence of EG-VEGF at different concentrations (10, 25, 50
ng/ml). The percentage of apoptotic HPEC cells was determined using
caspase 3 staining. After a challenge with EG-VEGF the cells were fixed for 5
min in cold acetone and stained with anti-human caspase 3 IgGs at 1/2500
dilution (rabbit IgG, Cell Signaling). The same protocol used for HPEC
characterization was applied for the caspase staining. For each slide, three
randomly selected microscopic fields were observed, and $200 cells/field
were evaluated.
Pseudovascular Morphogenesis Assay
Approximately 150 ml of ice-cold Matrigel (BD Biosciences, Grenoble, France)
was layered into each well of 24-well plates. The Matrigel was allowed to
solidify completely at 37°C for 1 h. HPECs (105 cells per well) and HUVEC
(105 cells per well) were added and incubated at 37°C in an atmosphere of
humidified 95% air/5% CO2 for 12 h. EG-VEGF treatment was applied at the
same time as plating. Hourly observations were made under an inverted
photomicroscope to document the developmental stages. Quantification of
branching was performed after 10 h of culture by calculating the number of
branching point formed in each well.
Generation of Endothelial Spheroids
Confluent monolayers of HPECs and HUVECs were trypsinized. Cells were
suspended in a mixture of 1 volume of 1.2% (wt/wt) methylcellulose and 4
volumes of culture medium containing 15% FCS and antibiotics. In these
experiments, 3000 cells were suspended in culture medium/methylcellulose
and seeded in nonadherent round-bottom 96-well plates (Greiner, Fricken-
hausen, Germany). Under these conditions all suspended cells contribute to
the formation of a single endothelial cell spheroid. The spheroids were
harvested within 24 h and transferred into a collagen gel (3.54 mg/ml, BD
Biosciences) and different concentrations of EG-VEGF were added. Sprout
formation was measured and compared with those induced by fibroblast
growth factor 2 (FGF-2; 20 ng/ml) or VEGF (100 ng/ml). Sprouting of sphe-
roids starts as early as 1 h of culture. Quantification of the sprouting was done
using ImageJ software (http://rsb.info.nih.gov/ij/) after 12 h of culture by
image analysis of microphotographs. At least three replicates were included
within each experiment, and three different preparations of HPEC and
HUVEC were analyzed. To differentiate between PROKR1- and PROKR2-
mediated effects in HPEC cells, we performed two different sets of experi-
ments. In the first one, the follow-up of sprouting was assessed in spheroids
that had been formed from HPEC invalidated for PROKR1 or PROKR2 using
siRNAs as described in this section. In the second set, the follow-up of
sprouting was performed in spheroids that had been preincubated with
PROKR1- or PROKR2-blocking antibodies (Covalab, Lyon, France) at 0.5
mg/ml final concentration and then challenged with EG-VEGF. Control rabbit
IgGs were also used in the set of experiment where blocking antibodies were
used. See Figure S3 for siRNA and blocking peptide strategies.
Measurement of Endothelial Monolayer Permeability
Transendothelial Electrical Resistance. HPEC were seeded onto Vitrogen-
coated Transwell polystyrene filters (Corning, Dutsher, France) and grown to
confluence for 10–11 d. Growth medium was replaced every other day.
Twenty-four hours before the experiment, confluent endothelial monolayers
were serum-starved. Experiments were initiated by washing the upper and
lower compartments with warmed (37°C) 20 mM Tris-buffered saline, pH 7.4,
supplemented with 25 mM glucose and 0.1% BSA (150 ml/upper and 600
ml/lower compartments). The inserts were allowed to equilibrate for 30 min
at 37°C before initiating the experiments. After equilibration, the buffer was
removed from the inserts, and fresh buffer containing various treatments was
added to the upper compartment (70 U/ml thrombin, 25 ng/ml EG-VEGF).
EG-VEGF and thrombin-induced changes in the resistance of the endothelial
monolayers were measured using MilliCell ERS (Millipore, Bedford, MA) at
0, 5, 10, 15, 20, 25, and 35 min after adding the treatments. In this set of
experiment, thrombin was used as a positive control for endothelial cell
permeability (Rabiet et al., 1996). Assays were performed in triplicate, and
changes in resistance were normalized to their respective controls. In a
different set of experiments, electrical resistance was determined in HPECs
that were invalidated for PROKR1 or PROKR2 using specific siRNAs and in
HPEC cells that were treated with PROKR1- or PROKR2-blocking antibodies
(Covalab) before the challenge with EG-VEGF.
[3H]Mannitol Transport (Papp). HPEC were grown and treated as described
in the previous section. After the addition of the treatments, the tracer
Figure 2. EG-VEGF increases HPEC but not HUVEC proliferation
and migration. (A) [3H]Thymidine incorporation into HPEC and
HUVEC cells, in the absence or presence of EG-VEGF. A significant
increase of HPEC proliferation was observed with 25 and 50 ng/ml
EG-VEGF (*p , 0.05). No significant effect was observed on
HUVEC cells. (B and C) Photographs of wounded HPEC and
HUVEC monolayers, respectively, at 0, and 12 h after wounding.
The plots show percentages of wound closure after 12 h of
treatment with EG-VEGF in the absence or presence of PD98059
and the LY294002, the inhibitors of MAP kinases and PI3K,
respectively. Bars with different letters are significantly different
from each other (p , 0.05).
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([3H]mannitol, 125 nCi/well) was added. Samples (20 ml) of medium from the
abluminal side were removed at 5, 10, 15, 20, 25 and 35 min and replaced with
warm buffer. The assay was performed in triplicates. Radioactivity was mea-
sured using a scintillation counter. Papp (cm/s) was calculated using the
following equation: Papp 5 dQ/dt 3 1/Ax Co, where dQ/dt is the slope of
the linear curve describing the cumulative amount of tracer transported (i.e.,
detected in the abluminal side) versus time [sec], A, the surface area of the
filter (cm2), and Co (units/ml) the initial concentration in the donor compart-
ment (luminal side).
Statistical Analysis
Statistical comparisons were made using one-way ANOVA analysis and
tested for homogeneity of variance and normality (p , 0.05). Student’s t test
was also used when appropriate. Calculations were performed using SigmaS-
tat (Jandel Scientific Software, San Rafael, CA).
RESULTS
Characterization of HPEC Cells
After seeding, HPECs reached confluence in 10–12 d and
presented an epithelial-like morphology as described before
(Jinga et al., 2000). As shown in Figure S1 of supplementary
data, all cultured HPECs were strongly labeled for vWf,
UEA lectin, and CD31 and were able to internalize LDL-DiI.
Immunofluorescence staining for anti-smooth muscle actin
was 98% negative, indicating that the HPEC culture was not
contaminated with myofibroblastic cells. The cultured cells
were highly positive for endothelial cell markers, suggesting
the presence of mainly HPEC cells. Cell viability, assessed
by trypan staining, was 95% before and after treatments.
Expression of EG-VEGF Receptors, PROKR1 and
PROKR2, in Micro- and Macrovascular Placental Cells
The first series of experiments were conducted to determine
the types of prokineticin receptors expressed in HPEC and
in HUVEC cells. PROKR expression was analyzed by im-
munohistochemistry on human placental tissue and hu-
man umbilical cord sections. Comparison of PROKR1 and
PROKR2 expression levels was performed by Western blot-
ting in isolated HPEC and HUVEC cells. As shown in Figure
1A, both PROKR1 and PROKR2 are expressed by endothe-
lial cells within the placental villi. In the umbilical cord vein,
both receptors were also detected in endothelial cells. Figure
1B illustrates a representative Western blot that shows dif-
ferential expression of PROKR1 and PROKR2 in HPEC and
HUVEC cells. Quantification of PROKR1 and PROKR2 pro-
tein levels in three independent experiments shows that
both receptors are more abundant in HPEC than in HUVEC
cells (Figure 1C).
EG-VEGF Effect on HPEC and HUVEC Proliferation
In a previous report from the group of Ferrara (LeCouter et
al., 2001), it has been shown that EG-VEGF does not affect
the proliferation of HUVECs. However, no data are avail-
able on its effect on HPEC proliferation. Here, we investi-
gated the effect of EG-VEGF on the proliferation of both cell
types. Proliferation was assessed using two different tech-
niques: [3H]thymidine incorporation (Figure 2A) and Ki67
staining (Figure S2). Our results show that EG-VEGF signif-
icantly increased HPEC cell proliferation in a dose-depen-
Figure 3. EG-VEGF is a survival factor for
HPEC and HUVEC cells. (A) Representative
Western blots of MAP kinase and AKT phos-
phorylations after treatment with EG-VEGF
in HPEC and HUVEC cells. Standardization
of the protein signals was done with antibod-
ies against dephospho-MAP kinases and
-AKT. (B) shows the effect of EG-VEGF on
caspase 3 expression in HPEC and HUVEC
cells after serum starvation and challenging
with EG-VEGF (25 ng/ml). (C) The percent-
age of caspase 3–positive cells. Three ran-
domly selected microscopic fields were ob-
served, and $200 cells/field were evaluated.
(**p , 0.01, *p , 0.05). Bar, 20 mm.
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dent manner. However, no effect was observed on HUVEC
proliferation. These results were confirmed by the observed
increase in Ki67 staining in HPECs but not in HUVECs.
EG-VEGF Effect on HPEC and HUVEC Migration
Because both HPEC and HUVEC cells expressed prokineti-
cin receptors, we sought to investigate the effect of EG-VEGF
on their migration using the monolayer wound assay. Figure
2, B and C, shows representative photographs of HPEC and
HUVEC monolayers, at 0 and 6 h after their wounding with
a pipette tip and subsequent incubation in the absence or
presence of EG-VEGF. At 6 h of culture, the wound in HPEC
was almost closed in the presence of EG-VEGF but not in the
control condition. In HUVECs, EG-VEGF did not affect
wound closure and therefore cell migration. Quantification
of four independent experiments showed that treatment
with EG-VEGF significantly increased the migration of
HPECs. The closure of the wound reached 70% in the EG-
VEGF condition versus only 40% in the control (Figure 2, D
and E). These figures also show the effects of MAP kinases
and PI3K inhibitors on the migratory process of HPECs and
HUVECs in the absence or presence of EG-VEGF. Both
inhibitors significantly decreased the response of HPEC to
EG-VEGF without affecting their basal migration; however
in HUVEC cells these inhibitors decreased the migratory
process even at the basal state. These results suggest that
HPEC and HUVEC respond differentially to promigratory
stimuli, and this might in part explain their opposite re-
sponse to EG-VEGF. To further investigate the differential
response of HPECs and HUVECs to EG-VEGF, we com-
pared the expression levels of the main G proteins reported
to be associated to the activation of PROKR1 and PROKR2,
i.e., Ga11, Ga12, Ga13, Gai1, and Gai2 (Chen et al., 2005;
Ngan et al., 2008). Our data show that HPECs and HUVECs
did not show any differences in their Ga12 and Ga13 levels;
however, there was a slight difference in the expression level
of Ga11, and threefold differences in those of Gai1 and Gai2
(Figure S4). Gai1 was significantly more abundant in
HUVEC compared with HPECs, and Gai2 was significantly
more abundant in HPECs than in HUVECs.
EG-VEGF Effect on HPEC and HUVEC Survival
It is well documented that mitogenic and survival effects of
EG-VEGF on endothelial cells involve the induction of
MAPK and PI3K phosphorylation (Kisliouk et al., 2003). We
examined whether EG-VEGF activated these signaling path-
ways in HPECs and HUVECs. Cells were serum-starved for
24 h and then examined for the phosphorylation of p42/44
MAPKs and AKT in response to EG-VEGF treatment. Figure
3A shows the Western blot analysis of phospho-MAPKs and
phospho-AKT after EG-VEGF treatment. Strong phosphor-
ylation of p44/42 MAPKs and AKT proteins in response to
EG-VEGF were observed after only 5 min in HPECs. In
HUVECs, there was a slight increase in MAPK and AKT
phosphorylation. EG-VEGF effect on AKT phosphorylation
suggested to us that this factor might be a survival factor for
both types of cells. This was confirmed by the measurement
of HPEC and HUVEC survival after 24 h of serum starvation
and a 24-h challenge with EG-VEGF (10, 25, 50, and 100
ng/ml). Caspase 3 staining was used to detect apoptotic
cells. Figure 3B shows that serum starvation of HPEC and
HUVEC resulted in 9.6 6 1.23 and 11.7 6 1.5% of cells
becoming apoptotic in both cells types, respectively, and
that the presence of EG-VEGF significantly decreased this
proportion to 3.25 6 0.23 and 7.6 6 1.03%, respectively.
EG-VEGF Effect on Angiogenic Responses of HPEC and
HUVEC Cells
Pseudovascular Organization. Endothelial cells are well
known to self-organize as networks of vascular-like struc-
tures when grown on Matrigel (Murray, 2003). Here, we
investigated the effect of EG-VEGF on pseudovascular orga-
nization of HPECs and HUVECs, with photographs taken
every hour. Figure 4A shows representative photographs of
HPEC and HUVEC cells at 0 and 10 h of culture on Matrigel
and under different treatments. In the control condition,
HPEC start to organize into tube-like structures by 3 h. By
10 h of culture only half of the plate was organized in a
network of tubular structures. In the EG-VEGF treatment
condition, this process was increased with an organization
starting as early as after 1 h of culture, and the plate was
completely organized by 10 h of culture. In contrast, EG-
VEGF did not affect HUVEC organization. Quantification of
four independent experiments shows that EG-VEGF signif-
icantly increased HPEC but not HUVEC organization as
compared with the control condition, (Figure 4B).
Figure 4. EG-VEGF increases HPEC but not HUVEC cord-like
organization. (A) Photographs of HPEC and HUVEC cells cultured
on Matrigel for 0 and 10 h in the absence or the presence of
EG-VEGF (25 ng/ml). Note that EG-VEGF increased HPEC but not
HUVEC organization into cord-like structures compared with the
control condition. (B) Measurements of the number of branches
formed by the cells after 10 h of culture in the absence or presence
of EG-VEGF. *p , 0.05.
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Endothelial Cell Sprouting. A three-dimensional in vitro
angiogenesis system was used to study the role of EG-VEGF
on HPEC and HUVEC sprouting. A 12-h incubation of
HPECs with EG-VEGF (25 ng/ml) resulted in a dose-depen-
dent increase in sprout formation. No effect of EG-VEGF was
observed on HUVEC sprouting. Figure 5, A and C, show
representative photographs of HPEC and HUVEC spheroids
at the time of their incubation with EG-VEGF and 12 h later.
To control the response of the cells, we examined the effect
of two potent angiogenic factors, FGF-2 and VEGF, on the
sprouting. As expected, both FGF-2 and VEGF induced sig-
nificant sprouting of the spheroids compared with the con-
trol conditions. Quantification of four independent experi-
ments show that EG-VEGF treatment has a stronger effect
than VEGF in HPEC cells. In HUVEC, no effect of EG-VEGF
was observed (Figure 5, B and C).
In the aforementioned experiments, we have shown that
HPEC express both type 1 and type 2 receptors for EG-VEGF
(PROKR1 and PROKR2). To determine which type of recep-
tor was involved in EG-VEGF effect on HPEC sprouting, we
examined the effect of EG-VEGF on HPECs in which
PROKR1 or PROKR2 mRNA expression was silenced by
specific siRNAs, (see Figure S3 for siRNA strategy). In ad-
dition, the strategy of receptors blockade by specific neutral-
izing antibodies was also used (see Figure S3 for antibody
strategy). Our results show that treatment with PROKR2
siRNA (Figure 6A) or antibody (Figure 6B) did not affect
EG-VEGF stimulation of sprouting. However, PROKR1
siRNA or antibody reversed its effect. To measure the effect
of EG-VEGF on HPEC sprouting, we quantified the number
of sprouts formed under all conditions. The graphs in Figure
6, C and D, shows that EG-VEGF significantly increased the
number of sprouts and that EG-VEGF effect was specifically
reversed by the PROKR1 siRNA treatment and by PROKR1
antibody blockade.
EG-VEGF Effect on HPEC Permeability
In the placenta, the microvascular endothelium is known to
participate in angiogenesis and maintenance of blood fluid-
ity (Rodgers, 1988; Murray, 2003) and is also a discriminat-
ing layer in materno-fetal transports of solutes and nutri-
ents. Therefore, maintenance of a semipermeable barrier by
the endothelium is critically important in endothelial cell
function. Both permeability and paracellular transport of
HPEC monolayers were assessed. HPEC permeability was
measured in response to EG-VEGF and thrombin, an en-
hancer of electrolyte transport.
The endothelial barrier was evaluated by transendothelial
electrical resistance (TEER). Figure 7A shows the percentage of
increase in the permeability of a monolayer of HPEC in re-
sponse to thrombin (70 U/ml), EG-VEGF (25 ng/ml), or VEGF
(25 ng/ml). TEER was recorded every 5 min for 35 min. As
expected, thrombin significantly increased HPEC permeability
up to 35 min. Under EG-VEGF treatment, HPEC permeability
increased as early as 5 min and was maintained for up to 20
min. VEGF showed a different profile from that of EG-VEGF
with a significant increase at 5 min and a quick decline there-
after.
The effect of EG-VEGF on the paracellular transport was
measured using [3H]mannitol. The data summarizing the
permeability coefficients for [3H]mannitol transport (Papp)
in response to thrombin and EG-VEGF are presented in
Figure 7B. The basal permeability Coefficient (Papp) in
HPEC was 1.7 3 1025 cm/s (Figure 7C). Thrombin almost
doubled [3H]mannitol transport through HPECs, and EG-
Figure 5. EG-VEGF, FGF, and VEGF effects
on sprouting of HPEC spheroids. (A) Repre-
sentative photographs of spheroids formed
from HPEC cells and cultured in collagen gel
for 0 or 12 h in the absence or presence of
EG-VEGF (25 ng/ml), FGF-2 (25 ng/ml), and
VEGF (100 ng/ml). Note that EG-VEGF in-
creased HPEC spheroid sprouting compared
with the control, FGF2, and VEGF conditions.
(B) Quantification of the number of sprouts
formed after 12 h in four independent exper-
iments. (C) Representative photographs of
spheroids formed from HUVEC cells and cul-
tured in collagen gel for 0 and 12 h in the
absence or the presence of EG-VEGF or VEGF
(100 ng/ml). Note that EG-VEGF did not af-
fect HUVEC spheroid sprouting compared
with the control and VEGF conditions. Data
represent the mean 6 SEM (*p , 0.05, ***p ,
0.001). Bar, 150 mm.
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VEGF increased this transport to almost the same levels
achieved by thrombin.
As for the sprouting experiments, we also sought to de-
termine the type of receptor that mediates EG-VEGF effects
on permeability. Both, siRNA and antibody strategies were
used to differentiate between the two receptor types. As
expected, EG-VEGF significantly increased HPEC perme-
ability in the absence of any other treatment. Scramble
siRNA, siRNA PROKR1, or siRNA PROKR2 alone did not
affect basal HPEC permeability. However, invalidation of
PROKR2 significantly abolished the response to EG-VEGF.
Under PROKR1 mRNA invalidation EG-VEGF effect was
maintained (Figure 8A). These results were substantiated
with the antibody strategy, showing that only PROKR2
blockade affects EG-VEGF effects on HPEC permeability.
Altogether these results demonstrate that EG-VEGF medi-
ates its effect on the permeability via the activation of
PROKR2 and not PROKR1 receptor (Figure 8B).
DISCUSSION
Using a multifaceted strategy that included molecular,
immunochemical, and functional approaches, we have
characterized the angiogenic processes mediated by the
new factor, EG-VEGF, in a highly vascularized organ, the
Figure 6. EG-VEGF angiogenic effects are mediated by PROKR1 and not PROKR2. (A and B) EG-VEGF (25 ng/ml) effect on spheroid
sprouting of HPEC cells that had been silenced for PROKR1 and PROKR2 mRNA using siRNA (siRNA strategy), or treated with PROKR1
and R2 blocking antibodies (antibody strategy), respectively. (C and D) Quantifications of the number of sprouts in three independent
experiments for both strategies. In the two sets of experiments, EG-VEGF significantly increased the number of sprouts. Both siRNA to
PROKR1 and its blocking antibody inhibited EG-VEGF effect. However, nor siRNA to PROKR2, neither its blocking antibody did affect the
spheroid sprouting. Data represent the mean 6 SEM (***p , 0.001, **p , 0.01, ns, not significant). Bar, 100 mm.
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human placenta. We showed that EG-VEGF controls di-
verse angiogenic processes including proliferation, migra-
tion, tube organization, sprouting, endothelial permeabil-
ity, and paracellular transport.
In previous reports, it has been shown that EG-VEGF
induced phosphorylation of the mitogen-activated protein
kinases, ERK1/2, and the Akt serine/threonine kinase of the
PI3K cell survival pathway (Lin et al., 2002b; Kisliouk et al.,
2003). Here, we showed that EG-VEGF activated both path-
ways in HPECs and HUVECs. These data suggest that EG-
VEGF is a new mitogenic and prosurvival factor in the
placenta.
In a previous report from the group of Ferrara, no effect of
EG-VEGF was observed on HUVEC cell proliferation (Le-
Couter et al., 2001). Here, we confirmed their findings by
demonstrating that EG-VEGF has no effect on HUVEC pro-
liferation and further showed its lack of effect on HUVEC
migration, pseudovascular organization, and sprouting.
Moreover, we observed that EG-VEGF is a potent angio-
genic factor in the placenta by demonstrating its selective
effect on HPEC, the microvascular cells that cover the fetal
capillaries of chorionic villi and govern placental angiogen-
esis and growth.
Much of our knowledge on the control of placental angio-
genesis comes from model systems, and particularly from
HUVEC. These cells have been used as a model for endo-
thelial cells in many studies describing the regulation of
endothelial specific growth factors (Roberts et al., 1998;
Murthi et al., 2007), and although they have proven to be a
useful model, HUVECs are macrovascular endothelial cells
exposed to oxygenated blood and thereby atypical endothe-
lial cells in their physiological context. Nowadays, growing
literature in this field shows that the placental microvascular
endothelial cells differ in phenotype, gene expression, and
physiology from macrovascular endothelial cells (Lang et al.,
2001, 2003; Lang et al., 2003). Therefore, our findings add a
new differentiating parameter between micro- and macro-
vascular cells in the placenta, and support a differential
angiogenic potential for EG-VEGF in the two endothelial
environments. The differential response of HUVEC and
HPEC to EG-VEGF might be explained by their differential
levels of Ga11, Gai1, and Gai2 expression. In fact, HPEC
cells express three times more Gai2 and three times less
Gai1 compared with HUVECs. The higher levels of Gai1
over Gai2 has been previously reported at the protein levels
in HUVEC cells (Masri et al., 2006). Moreover, our results are
completely in line with studies that showed that the degree
of inhibition of adenylyl cyclase was higher in cells express-
ing Gai2 than in cells expressing Gai1 (Massotte et al., 2002;
Masri et al., 2006). In HPEC cells we have also demonstrated
(data not shown) that EG-VEGF effect was abolished in the
presence of pertussis toxin, indicating the direct involve-
ment of Gi proteins in the signaling pathway of EG-VEGF in
these cells.
In previous reports from our lab, we showed that
PROKR1 and PROKR2 are strongly expressed in the pla-
centa during the first trimester of pregnancy (Hoffmann et
al., 2006, 2007, 2009). Here, we substantiate these results and
further show that PROKRs are significantly more abundant
in HPEC than in HUVEC cells. This difference in EG-VEGF
Figure 7. Effects of EG-VEGF, VEGF, and
thrombin on the transendothelial electrical re-
sistance (TEER) across HPEC monolayers. (A)
The decrease in the TEER of HPEC cells after
their incubation with EG-VEGF (25 ng/ml),
VEGF (25 ng/ml), or thrombin (70 U/ml).
Changes in resistance were measured at the
time points 0, 5, 10, 15, 20, 25, and 35 min. Data
represent the means 6 SEM from three inde-
pendent experiments. The results were normal-
ized to the respective control. (*p , 0.05). (B).
Effects of EG-VEGF and thrombin on the para-
cellular transport of [3H]mannitol in HPEC
cells. The graph represents the plot of [3H]man-
nitol accumulation in the abluminal chamber of
HPECs. (C) The permeability coefficient of EG-
VEGF and thrombin that was calculated as de-
scribed in Materials and Methods. Data represent
the mean 6 SEM from three independent ex-
periments (*p , 0.05).
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receptor levels might also explain the differential response of
these cells to EG-VEGF.
Using siRNA and blocking antibody strategies in HPEC,
we could differentiate the effects mediated by PROKR1 from
those mediated by PROKR2. We showed that PROKR1 is
associated with EG-VEGF angiogenic effects, whereas
PROKR2 is rather associated with it effects on cell perme-
ability, results that are fully in line with those recently
published by the group of Nebigil who showed that the
same differential role exists for these receptors in cardiomy-
ocytes (Guilini et al., 2010; Urayama et al., 2008, 2009) and
that PROKR1 overexpression in cardiomyocytes was associ-
ated with an increase in their survival (Urayama et al., 2008).
Therefore, one can speculate that EG-VEGF effects on
HUVEC cell survival might well be mediated by PROKR1
and not PROKR2.
PROKR1 and PROKR2 receptors share 87% homology
in their amino acid sequence, which may suppose similar
activation mechanisms for the two receptors; however a
difference in the final cellular response in a cell type that
expresses both PROKRs, might also depend on the reper-
toires of G proteins present in each cell type. It is now well
documented that the selectivity of coupling depends on
the G-protein concentration in a given cell (Slessareva et
al., 2003). This suggests that in living cells the expression
levels of specific G-protein subunits may regulate recep-
tor-coupling preferences. In addition, we observed that
HPEC and HUVEC cells express different Gai proteins.
This may allow these cells to perform different physio-
logical functions in response to stimulation by the same
ligand.
Transendothelial permeability is one of the specialized
functions of the vascular endothelium. Here, we show
that EG-VEGF increases the permeability and the paracel-
lular transport of the placental microvascular endothe-
lium, suggesting that this factor controls not only placen-
tal angiogenesis, but also some aspects of its physiological
features such as, permeability and transport involved in
the maternofetal exchanges. The endothelial cells of the
human placenta are nonfenestrated, and adjacent cells are
linked by junctional complexes comprising both tight and
adherent junctions (Metz et al., 1976; Palade et al., 1979;
Burton and Jauniaux, 1995). Recently, it has been shown
that in hepatic sinusoidal cells (HHSECs), an endothelial
cell that exclusively expresses PROKR2, which stimulates
the internalization of ZO-1, the main protein involved in
junctional complexes and cell– cell adhesion (Guilini et al.,
2010). These findings suggest that prokineticin effects on
endothelial permeability may well involve a regulation of
tight junction proteins. The mechanism by which EG-
VEGF increases the permeability in HPEC, is, however,
still to be investigated.
Various factors have been reported to stimulate placen-
tal angiogenesis and vasculogenesis in an autocrine or
paracrine manner, as well as directly or indirectly by
stimulating proliferation and differentiation of endothe-
lial precursor cells (Gallery et al., 1991). However, a spe-
cific factor for the placenta was still to be discovered. Here
we show that EG-VEGF might be one of these tissue-
specific factors that could control angiogenesis both dur-
ing the first trimester and at term, as in term placentas, an
increase in angiogenesis has been proposed to insure
appropriate blood distribution for a successful delivery.
One can therefore speculate that EG-VEGF might be in-
volved in that process too.
The observation that EG-VEGF increases sprouting, vas-
cular organization, and permeability of HPECs to an extent
similar to those of VEGF and FGF-2, suggests that EG-VEGF
is important in the development of the placental vascular
bed. In the ovary, the angiogenic response induced by EG-
VEGF is indistinguishable from that induced by VEGF (Lin
et al., 2002b), which indicates that EG-VEGF plays comple-
mentary or overlapping roles with VEGF in vascular devel-
opment.
Recent data from our group have shown that EG-VEGF
produced by the syncytiotrophoblast layer acts on the
extravillous trophoblast cells outside the villi. However,
an autocrine and/or paracrine effect of this cytokine is
still to be investigated inside the villi. Here we bring
evidence that EG-VEGF is a new factor that controls en-
Figure 8. EG-VEGF effects on HPEC permeability are mediated by
PROKR2 and not PROKR1: Panels (A) and (B) show EG-VEGF (25
ng/ml) effect on the permeability of HPEC cells that had been
silenced for PROKR1 and PROKR2 mRNA using siRNA (siRNA
strategy), or treated with PROKR1 and R2 blocking antibodies (an-
tibody strategy), respectively. In the two sets of experiments, EG-
VEGF significantly increased HPEC permeability. Both siRNA to
PROKR2 and its blocking antibody inhibited EG-VEGF effect. How-
ever, nor siRNA to PROKR1, neither its blocking antibody did affect
the permeability. Data represent the mean 6 SEM. Bars with dif-
ferent letters are significantly different from each other (p , 0.05).
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dothelial growth within the placental villi and therefore
participates to the development of the vascular tree, a
process that drives the whole growth of the placenta.
In conclusion, our data characterized the molecular angio-
genic processes mediated by EG-VEGF and suggest that this
peptide should be ranked among the important regulators of
human placental angiogenesis.
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Supplemental Figures  
Figure S1:   Characterisation of isolated HPEC cells: A Confocal photomicrograph of HPEC 
cell stained with vWf (Von Wilbrand factor) is shown in (A). (B) shows HPEC incorporation 
of LDL-DiI. (C) shows UEA-C staining of HPEC. (D) shows a negative staining of HPEC 
with SMA (smooth muscle actin). Cells were counterstained with DAPI. Bar, 10 µm. The 
table in (E) shows the percentage of positive cells to the common markers of endothelial cells, 































Figure S2: Index of proliferation of HPEC and HUVEC under EG-VEF treatment. 
Proliferation was assessed by Ki67 staining after 24h of treatment with indicated doses of 























































Figure S3: Control for the efficacy of siRNA and blocking antibodies in HPEC cells: (A)
and (B) show representative western blots, and quantifications of the loss of PROKR1 and 
PROKR2 proteins after the use of specific siRNAs.  Cells were analysed for the loss of PKR2 
protein expression 72 h after transfection. Scrambled siRNA (Scr) served as non-specific 
control siRNAs. RNAimax is the transfecting agent. (C) shows a representative blot of the 
inhibitory effect of PROKR1 and PROKR2 blocking antibodies on EG-VEGF mediating 
activation of MAP-kinases P42 and P44. A quantification of protein signals from three 
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1.2 Discussion de la première publication  
Dans cet article, nous avons caractérisé les effets angiogènes d’EG-VEGF sur les cellules 
endothéliales microvasculaires placentaires, les HPEC. Nous les avons également comparés 
aux effets obtenus sur les cellules endothéliales macrovasculaires ombilicales, les HUVEC. 
 A. Bref résumé des résultats 
a) Expression des PROKRs dans les HPEC et les HUVEC 
Dans notre étude, nous avons constaté que les HPEC et les HUVEC exprimaient les deux 
PROKRs in situ dans le placenta, et que cette expression était maintenue après l’isolement et 
la culture de ces deux types cellulaires. En plus, nous avons montré qu’il existe une 
expression différentielle des PROKRs, les HPEC en culture exprimant davantage de 
récepteurs d’EG-VEGF que les HUVEC.  
b) Effet d’EG-VEGF sur la prolifération, la migration et la survie 
des HPEC et les HUVEC 
Aucune donnée sur l’effet d’EG-VEGF dans les cellules endothéliales placentaires n’était 
disponible jusqu’alors. Dans notre étude, nous avons démontré qu’EG-VEGF stimulait la 
prolifération, la migration, et la survie des HPEC. Nous avons confirmé en parallèle les 
résultats rapportés par Ferrara en 2001 sur l’absence d’effet d’EG-VEGF sur la prolifération 
et la migration des HUVEC (LeCouter et al. 2001). En revanche, nous avons démontré 
qu’EG-VEGF avait un effet stimulant sur la survie des HUVEC, suggérant des voies de 
signalisation différentes entre la migration-prolifération et la survie. 
c) Effets angiogènes d’EG-VEGF sur les HPEC et les HUVEC 
Dans la deuxième partie de la publication, nous avons étudié les effets angiogènes d’EG-
VEGF sur les HPEC par deux tests complémentaires : la formation de réseaux pseudo-
vasculaires sur Matrigel®, et le bourgeonnement de sphéroïdes dans un gel de collagène, 
système d’angiogenèse en 3D. Nous avons montré qu’EG-VEGF augmentait la formation de 
réseaux pseudo-vasculaires par les HPEC, mais n’avait pas d’effet significatif sur les 
HUVEC. Pour le deuxième test, nous avons observé une augmentation de bourgeonnement 
pour les sphéroïdes d’HPEC sous EG-VEGF, à un niveau presque comparable à celui de 
FGF-2, facteur pro-angiogène connu. VEGF augmente également le nombre de bourgeons
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mais à un niveau plus modéré. Pour les HUVEC, aucune induction n’a été observée sous EG-
VEGF, alors que le VEGF, facteur pro-angiogène connu, stimule bien leur bourgeonnement.  
d) Effet d’EG-VEGF sur la perméabilité des HPEC 
Dans le placenta, l’endothélium microvasculaire est connu pour participer non seulement à 
l’angiogenèse, mais également au transport de solutés et nutriments par le maintien d’une 
barrière endothéliale semi-perméable. L’étude de la perméabilité par la mesure de la 
résistance électrique trans-endothéliale à travers une monocouche d’HPEC a montré qu’EG-
VEGF augmentait la perméabilité après 5 minutes (min), et ce jusqu’à 20 min de traitement. 
L’induction de la perméabilité sous EG-VEGF atteint un niveau comparable à celui obtenu 
avec la thrombine, notre contrôle positif, qui induit une augmentation de la perméabilité de 5 
à 35 min de traitement. Dans ce test, VEGF augmente aussi la perméabilité des HPEC, mais 
de façon très transitoire avec un pic à 5 min. Pour l’étude du transport para-cellulaire, EG-
VEGF et la thrombine augmentent le transport à un niveau similaire. L’ensemble de ces 
résultats montre qu’EG-VEGF est un facteur important pour la perméabilité de l’endothélium 
placentaire. 
e) Implication des PROKRs dans l’angiogenèse et la 
perméabilité des HPEC 
Concernant l’implication des PROKRs dans ces processus physiologiques, seule l’inactivation 
de PROKR1 affecte l’augmentation de bourgeonnement des sphéroïdes d’HPEC sous EG-
VEGF, suggérant que les effets angiogènes passeraient par ce récepteur. Pour la perméabilité 
au contraire, c’est PROKR2 qui semble impliqué dans l’augmentation sous EG-VEGF.    
f) Conclusion 
L’ensemble de ces données montre qu’EG-VEGF est un nouveau facteur angiogène du 
placenta qui agit sélectivement sur les HPEC, cellules endothéliales des capillaires fœtaux de 
la villosité choriale. 
 
 
     
Figure 57 : EG-VEGF n’induit pas les mêmes effets sur les HPEC et les HUVEC. Ceci peut être en partie 
expliqué par le niveau d’expression des PROKRs à la membrane,  les protéines G exprimées dans les deux 
types cellulaires, et les effecteurs intracellulaires.  AC : Adénylate Cyclase, PLC : Phospholipase C,  IP3 : 
Inositol trisphosphate, DAG : Diacylglycerol 
Résultats  - 1
ère
 publication  - Rôle angiogène d’EG-VEGF 
 
78 
 B. Discussion des résultats 
Pour déterminer l’effet angiogène d’EG-VEGF sur le placenta, nous avons étudié son effet sur 
la prolifération, la migration, la survie, l’angiogenèse et la perméabilité des HPEC en culture, 
tout en comparant ces résultats avec ceux obtenus sur les HUVEC. 
a) EG-VEGF a des effets différents sur les HPEC et les HUVEC  
Tout au long de nos expériences, nous avons été confrontés à l’effet différentiel d’EG-VEGF 
sur les HPEC et les HUVEC, confirmant ainsi les premières données de Ferrara sur l’absence 
d’effets prolifératif et migratoire d’EG-VEGF sur ces cellules macrovasculaires ombilicales 
(LeCouter et al. 2001). On peut supposer que cette sélectivité d’action d’EG-VEGF puisse 
être due en partie aux différences suivantes : le niveau d’expression des récepteurs dans les 
deux types cellulaires, les répertoires de protéines G et les effecteurs intracellulaires par 
exemple (voir figure 57).  
 les HPEC expriment plus fortement les PROKRs 
L’expression plus importante en culture des récepteurs PROKR1 et PROKR2 dans les HPEC 
ne peut expliquer à elle seule l’effet différentiel entre les HPEC et les HUVEC. En effet, des 
concentrations beaucoup plus importantes d’EG-VEGF (jusqu’à 500 ng/ml) ont été testées 
lors de tests de migration et de bourgeonnement de sphéroïdes d’HUVEC (données non 
publiées), et cela sans effet significatif. Ceci suggère que l’absence de réponse des HUVEC à 
EG-VEGF doit être due à une autre caractéristique spécifique de ces cellules.  
 Différents répertoires de protéines G  
Dans des données supplémentaires de la publication, nous avons montré que les HPEC 
exprimaient davantage l’ARNm de Gαi2, alors que les HUVEC possédaient plus de transcrits 
Gαi1 et Gα11. Ces données, qui suggèrent une différence dans le répertoire des protéines G dans 
les HPEC et les HUVEC, constituent une piste intéressante dans l’explication des effets 
différentiels d’EG-VEGF sur les HPEC et les HUVEC. Ces données sont, dans un premier 
temps, à confirmer au niveau protéique. Dans un deuxième temps, il serait très intéressant de 
déterminer avec précision l’identité des protéines G qui interagissent spécifiquement avec les 
PROKRs dans chacun des processus biologiques que nous avons étudiés. En effet, la 











Figure 58 : Effet de la toxine pertussique (PTX) sur les HPEC. PTX bloque la migration et le 
bourgeonnement des sphéroïdes des HPEC au niveau basal  et sous EG-VEGF. 
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actions biologiques contribuerait à l’élucidation des effets différentiels de ce facteur sur les 
HPEC et les HUVEC. Dans des données non publiées, nous avons observé que la toxine 
pertussique (PTX), qui est un inhibiteur de l’activité des protéines Gi, affectait la migration et 
le bourgeonnement des sphéroïdes d’HPEC au niveau basal et sous stimulation EG-VEGF 
(voir figure 58). 
 
L’effet drastique de la toxine pertussique dans la réponse cellulaire des HPEC indique 
l’importance des protéines Gi, protéines inhibitrices de l’adénylyl cyclase, dans ces deux 
processus physiologiques. De façon intéressante, il a été montré que le degré d’inhibition de 
l’Adénylyl Cyclase était plus important dans les cellules exprimant Gαi2 que Gαi1 (Massotte et 
al. 2002). Ces données suggèrent que les HPEC, qui expriment d’avantage de transcrits de 
Gαi2 que de Gαi1, répondraient à priori plus fortement aux stimuli pro-migratoire et pro-
bourgeonnement que les HUVEC, qui expriment davantage Gαi1 que Gαi2. Des expériences 
complémentaires sont à envisager afin d’infirmer ou de confirmer cette hypothèse, et pour 
disséquer plus finement l’ensemble de ces régulations.  
 
Il est intéressant de garder à l’esprit que les sous-unités Gβγ sont également capables d’activer 
ou d’inhiber des effecteurs intracellulaires ; et que les RCPG, dont font partie les PROKRs, 
ont également été décrits pour se lier à d’autres protéines que les protéines G. L’avancée des 
connaissances dans ce domaine nous permettra d’élucider plus précisément les voies de 
signalisation engagées par EG-VEGF dans ces cellules. L’ensemble de ces données ouvre de 
grandes perspectives dans la régulation des prokinéticines. En effet, une multitude de sous-
unités Gα sont présentes dans une même cellule, et de nombreuses études ont montré que les 
RCPG se couplaient avec différentes affinités aux sous-unités α intracellulaires, et cela même 
lorsqu’elles appartenaient à la même famille. En aval de cette liaison, chacune de ces Gα est 
également capable d’activer différents effecteurs, ce qui multiplie d’autant plus les 
possibilités de cascades de transduction (Allouche et al. 1999, Chan et al. 1995, Laugwitz et 
al. 1993, Prather et al. 1994). Ainsi, une investigation plus profonde des affinités de liaison 
des sous-unités Gα/PROKRs permettrait une meilleure compréhension de la mécanistique, et 
apporterait potentiellement des pistes dans l’explication des effets cellulaires différentiels des 









Figure 59 : Voies de signalisation d’EG-VEGF. EG-VEGF augmente la survie cellulaire via PI3K et AKT 
alors que l’induction de la prolifération et de la migration passe par les MAPK. 
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 Une induction plus importante des P-MAP et P-AKT chez les 
HPEC 
Concernant les spécificités des effecteurs intracellulaires dans les HPEC et les HUVEC, nous 
avons analysé leur régulation après une stimulation sous EG-VEGF. Il est bien établi que les 
effets d’EG-VEGF sur la prolifération-migration et la survie des cellules endothéliales 
impliquent l’induction de la phosphorylation des MAPK (P-MAP) et AKT (P-AKT) 
respectivement (voir figure 59) (Kisliouk et al. 2003, Lin R. et al. 2002b).  
 
Dans notre étude, nous avons démontré une forte induction de la phosphorylation de MAPK 
et AKT sous EG-VEGF dans les HPEC, alors qu’une légère augmentation de la  
phosphorylation est observée dans les HUVEC pour ces deux protéines. On peut supposer 
alors que ces différences d’induction entre les deux types cellulaires pourraient participer aux 
effets différentiels d’EG-VEGF sur la prolifération-migration et la survie dans les HPEC et 
HUVEC. En effet, ces résultats suggèrent qu’une forte induction des P-MAPK conduirait à un 
effet significatif sur la prolifération cellulaire, expliquant ainsi l’induction forte de la 
prolifération dans les HPEC, et l’absence d’effet d’EG-VEGF sur les HUVEC. En revanche, 
l’induction des P-AKT serait directement proportionnelle à l’augmentation de la survie dans 
les deux types cellulaires, conduisant ainsi à un effet significatif sur la survie des HPEC et des 
HUVEC. Des éléments en faveur de ces hypothèses ont été trouvés dans nos résultats 
concernant l’utilisation d’inhibiteurs des MAPK et PI3K sur la migration de ces deux types 
cellulaires. En effet, nous avons montré que ces inhibiteurs affectaient différemment ces 
cellules, avec une forte diminution de la migration basale pour les HUVEC, mais pas pour les 
HPEC. Ces données suggèrent que ces voies de signalisation tiennent une place différente 
dans le processus migratoire de ces deux types cellulaires, ce qui impliquerait des réponses 
différentes aux stimuli pro-migratoires. 
 Dimérisation des récepteurs  
Il a été récemment rapporté que PROKR2 dimérise en homo-dimère dans les neutrophiles 
(Marsango et al. 2010). Cette même équipe suggère également une possible hétéro-
dimérisation avec PROKR1. Il est établi que ces dimérisations peuvent affecter les affinités de 
liaison des ligands aux récepteurs, ainsi que la transmission du signal intracellulaire (Maggio 
et al. 1999, Maggio et al. 2007), ce qui peut être à l’origine de réponses physiologiques 










Figure 60 : Effet différentiel d’EG-VEGF dans les HPEC. EG-VEGF induit l’angiogenèse via PROKR1 et 
la perméabilité par PROKR2 dans les HPEC 
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récepteur dans une cellule pouvait influer directement sur la nature des dimères formés, et 
avoir ainsi un effet important sur les signalisations intracellulaires déclenchées (Marsango et 
al. 2010). Nous avons établi que le niveau d’expression des PROKRs dans les HPEC et les 
HUVEC était différent, ce qui suggère que la nature des dimères, ainsi que les voies de 
signalisations intracellulaires déclenchées, puissent être différentes pour ces deux types 
cellulaires. De nombreuses expériences complémentaires sont à envisager prochainement afin 
d’évaluer la présence de tels dimères dans le placenta, ainsi que leurs diverses influences sur 
la réponse cellulaire. 
b) Les PROKRs induisent des processus physiologiques 
différents 
L’existence de deux récepteurs capables de lier EG-VEGF soulève la question de leur 
capacité à induire des réponses cellulaires différentes. L’expression majoritaire d’un des deux 
récepteurs au sein d’un type cellulaire donné pourrait alors avoir un impact important sur les 
réponses physiologiques engendrées au sein de ces cellules. Dans notre étude, nous avons 
utilisés la technique d’ARN interférents et d’anticorps bloquants pour investiguer 
l’implication des PROKRs dans les processus de bourgeonnement de sphéroïdes, et de 
perméabilité. Grâce à ces deux techniques différentes, nous avons montré que PROKR1 était 
associé aux effets angiogènes d’EG-VEGF, alors que PROKR2 était responsable de ses effets 
sur la perméabilité (voir figure 60). L’ensemble de ces données est en accord avec les travaux 
récemment publiés par l’équipe de Nebigil, où le même rôle différentiel des PROKRs a été 
établi dans les cardiomyocytes (Guilini et al. 2009, Urayama et al. 2007, Urayama et al. 
2009).  
c) Faible effet de VEGF sur les HPEC 
Dans nos expériences, nous avons observé une augmentation très modérée du 
bourgeonnement de sphéroïdes et de la perméabilité des HPEC sous VEGF-A. D’autres 
données de la littérature rapportaient un effet modeste de VEGF sur les HPEC par rapport aux 
HUVEC avec, par exemple, une augmentation de la prolifération deux fois plus importante 
chez les HUVEC que les HPEC sous VEGF-121 (Lang et al. 2003). De plus, l’expression 
endogène de VEGF par les HPEC (Vuorela et al. 1997) pourrait venir amoindrir les effets du 
VEGF exogène. L’étude de l’expression des récepteurs et du niveau de sécrétion de VEGF 
dans les HPEC est envisageable prochainement, et pourrait potentiellement expliquer les 
effets modérés de ce facteur sur les HPEC.  
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C. Conclusion des résultats 
L’ensemble de ces résultats ouvre des perspectives très intéressantes pour la compréhension 
des mécanismes d’action d’EG-VEGF sur l’angiogenèse placentaire. Ce processus biologique 
est impliqué dans la croissance du réseau vasculaire, agissant ainsi directement dans les 
échanges de nutriments et d’oxygène entre la mère et le fœtus. De plus, le rôle direct bien 
établi de l’angiogenèse sur la croissance et l’architecture de la villosité choriale place EG-
VEGF au centre du développement placentaire. L’ensemble de ces données sera replacé dans 
le contexte physiologique de la placentation dans la partie « Discussion », permettant ainsi 


















Figure  61 : Expression de l’hCG et d’EG-VEGF au cours de la grossesse humaine. A- Taux plasmatiques 
de l’hCG et d’EG-VEGF au cours de la grossesse. On peut noter la similitude des profils et la 
concentration maximale au 1er trimestre de la grossesse pour les deux facteurs. B- Expression placentaire 
d’EG-VEGF par rapport à la concentration plasmatique de l’hCG au cours du 1er trimestre de la 
grossesse. Le pic plasmatique de l’hCG, vers 8-9 SA, devance le pic d’expression placentaire d’EG-VEGF 
vers 10SA. L’ensemble de ces données suggère une régulation possible d’EG-VEGF par l’hCG dans le 
placenta humain. 
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II. Effet de l’hCG sur EG-VEGF et ses récepteurs 
(deuxième publication) 
2.1 Contexte de la deuxième publication 
Le développement placentaire se déroule en milieu hypoxique pendant le 1er trimestre de la 
grossesse. Aux alentours de 12 SA, le sang oxygéné pénètre progressivement dans l’espace 
intervilleux, grâce au remodelage des artères spiralées maternelles par les trophoblastes 
extravilleux. Ceci conduit au déroulement de la grossesse en milieu normoxique du 2ème  
trimestre jusqu’au terme. 
 
Quand j’ai débuté mon travail de thèse, le laboratoire avait déjà publié de nombreuses 
données sur EG-VEGF dans le placenta. L’étude des variations d’expression dans des extraits 
totaux de placentas du 1er trimestre montrait un pic protéique vers 10 SA, peu avant 
l’établissement de la circulation fœto-maternelle (voir figure 61) (Hoffmann et al. 2006). Le 
laboratoire avait établi que la cytokine, principalement exprimée par les 
syncytiotrophoblastes, était également augmentée par l’hypoxie dans les trophoblastes 
(Hoffmann et al. 2006). Or, le fait que l’expression d’EG-VEGF ne soit pas maximale 
pendant toute la période hypoxique placentaire suggère une régulation éventuelle par d’autres 
facteurs. Au vu des profils plasmatiques similaires de l’hCG et d’EG-VEGF au cours de la 
grossesse, et du pic d’expression de l’hCG situé peu avant celui d’EG-VEGF, une régulation 
de la prokinéticine par cette hormone semblait possible.  
 
Afin d’étudier cette hypothèse, nous avons déterminé l’effet de l’hCG sur l’expression d’EG-
VEGF et de ses récepteurs PROKR1 et PROKR2 dans des placentas du 1er trimestre de 
grossesse. Les placentas humains de 6 à 11 SA ont été obtenus après Interruption Volontaire 
de Grossesse (IVG) dans le service de Gynécologie et d'Obstétrique du Centre Hospitalier 
Universitaire (CHU) de Grenoble. Certains de ces placentas ont été dissociés 
enzymatiquement pour préparer les cultures primaires de trophoblastes, d’autres ont été 




Figure 62 : Cinétique de traitement par l’hCG sur des cultures de cytotrophoblastes (CT)  et 




Figure  63 : Culture des explants placentaires. Après 18h d’attachement, les explants sont traités ou non 
par l’hCG (10 U.I./ml à 100 U.I./ml). Les surnageants et les explants sont collectés selon une cinétique de 0 
à 48h de traitement et conservés à -20°C.  
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 A. Cultures primaires de trophoblastes = cultures in vitro 
La technique d’isolement des trophoblastes a été réalisée comme décrit précédemment 
(Hoffmann et al. 2006). Une fois en culture, les CT perdent rapidement leur capacité à 
proliférer (Morrish et al. 1997), et se différencient spontanément en ST en 48h-72h environ 
(Kliman et al. 1986).  
- Pour les études sur la régulation de PROKR1, des cultures de CT ont été utilisées, car 
ce récepteur est majoritairement exprimé par ce type cellulaire. Les cultures ont été 
traitées le lendemain de leur isolement, ce qui permet de conserver des cultures de CT 
non différenciés jusqu’à la fin du traitement (voir figure 62). 
- Pour les études sur la régulation d’EG-VEGF et PROKR2, des cultures de ST ont été 
utilisées pour leur expression majoritaire dans ce type cellulaire. Les cultures ont été 
traitées 3 jours après l’isolement afin d’avoir une majorité de ST dans la culture, et ce 
jusqu’à la fin du traitement (voir figure 62). 
 
 B. Cultures organotypiques placentaires = cultures ex vivo 
Une partie des expériences a été menée sur des explants placentaires, modèle qui conserve la 
structure de la villosité et l’ensemble des types cellulaires placentaires. Ce modèle est 
considéré de ce fait plus physiologique que celui des cultures cellulaires primaires, et est 
qualifié d’ex vivo dans la littérature. Plusieurs groupes de villosités choriales sont disséqués à 
partir d’un même placenta, et mis en culture sur Matrigel®. Les explants bénéficient de 18h 
d’attachement, puis ils sont traités par de l’hCG (de 0 U.I./ml à 100 U.I./ml) pendant 0 à 48h. 
A chaque temps de prélèvement, les milieux de culture et les explants sont collectés et 
conservés à -20°C. EG-VEGF est dosé dans les surnageants par Test ELISA. Pour les 
explants, une partie est incluse en paraffine pour localiser certaines protéines en 
Immunohistochimie, alors que l’ARN d’une autre partie des explants est extrait pour étudier 
l’expression de différents gènes par RT-Q-PCR (voir figure 63). 
 
Dans un premier temps, nous avons vérifié l’expression du récepteur à l’hCG, le LH/CGR, 
dans la villosité choriale. Puis nous avons étudié l’effet de l’hormone sur l’expression de 
l’ARNm et la sécrétion d’EG-VEGF. Dans un deuxième temps, nous avons recherché les 
mécanismes qui régissent l’action de l’hCG sur EG-VEGF. La régulation des PROKRs par 
l’hCG a également été établie au niveau ARNm et protéine. 
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EG-VEGF is an angiogenic factor reported to be specific for endocrine tissues, including the 
placenta. It biological activity is mediated via two G protein-coupled receptors, prokineticin 
receptor 1 (PROKR1) and prokineticin receptor 2 (PROKR2). We have recently shown that i) 
EG-VEGF expression peaks between the 10th and 11th week of gestation ii) its mRNA and 
protein levels are up-regulated by hypoxia iii) EG-VEGF is a negative regulator of trophoblast 
invasion and iv) its circulating levels are increased in preeclampsia (PE), the most threatening 
pathology of pregnancy. Here, we investigated the regulation of the expression of EG-VEGF 
and its receptors by hCG, a key hormone of pregnancy that is also deregulated in PE. During 
the first trimester of pregnancy, hCG and EG-VEGF exhibit the same pattern of expression 
suggesting a potential regulation of EG-VEGF by hCG. Both placental explants (PEX) and 
primary cultures of trophoblasts from the first trimester of pregnancy were used to investigate 
this hypothesis. Our results show that i) LH/CGR, the hCG receptor, is expressed both in 
cyto- and syncytiotrophoblasts ii) hCG increases EG-VEGF, PROKR1 and PROKR2 mRNA 
and protein expression in a dose and time-dependent manners iii) hCG increases the release of 
EG-VEGF from PEX conditioned media iv) hCG effects are transcriptional and post- 
transcriptional and v) the hCG effects are mediated by cAMP via cAMP response elements 
present in the EG-VEGF promoter region. Altogether, these results demonstrate a new role for 
hCG in the regulation of an emerging regulatory system of placental development, EG-VEGF 




























The process of embryo implantation and trophoblast invasion is the most limiting factor for successful 
pregnancy. Molecular interactions at the embryo-maternal interface during the time of adhesion and subsequent 
invasion are crucial for implantation (1). Failure of these interactions can lead to preeclampsia (PE), early 
pregnancy loss, or intrauterine growth retardation (IUGR). There is evidence suggesting that cytokines produced 
by the developing placenta play an important role in these processes (1). We have recently determined the role of 
a new actor of these processes (2, 3), namely endocrine gland-derived vascular endothelial growth factor (EG-
VEGF), also named prokineticin 1(PROK1).  
EG-VEGF is a growth factor that was found to be specifically expressed in endocrine tissues including testis, 
adrenal gland, ovary and placenta (4). It was shown to promote tissue-specific angiogenesis in endocrine organs 
(5-9). EG-VEGF acts via two G protein-coupled receptors, termed prokineticin receptor 1 (PROKR1) and 
prokineticin receptor 2 (PROKR2) (10). Recent data from our group reported the expression of EG-VEGF and 
its receptors in human and mouse placenta and its role during the first trimester of pregnancy (3, 11, 12). We 
have shown that EG-VEGF is localized to the syncytial layer of the human placenta; that both its expression and 
that of its receptors are high in this tissue, with the strongest expression peaking between the 10th and 11th weeks 
of gestation (wg); that EG-VEGF controls trophoblast invasion, and that its circulating levels are significantly 
elevated in PE (3, 11).  More recently, we have also shown that EG-VEGF is a potent angiogenic factor in the 
placenta, and established its angiogenic role during pregnancy (2). Altogether these findings suggest that EG-
VEGF is directly involved in normal placental development and that its expression should be finely regulated. 
We and others have shown that expression of EG-VEGF and its receptors is up-regulated by hypoxia (4, 11). 
During placental development, the hypoxic environment lasts from the beginning of implantation to the end of 
the first trimester. However, the strongest expression of EG-VEGF is between the 8th and 11th wg, suggesting 
that other factors than hypoxia might regulate the EG-VEGF/ PROKR1/PROKR2 system. To date, little is 
known about the regulation of EG-VEGF and its receptors, and there is no enlightenment for the peak of 
expression of EG-VEGF by the end of the first trimester of pregnancy.  During the first trimester of pregnancy, 
one dominant hormone, hCG (human chorionic gonadotropin) exhibits the same pattern of expression to that of 
EG-VEGF and displays similar effects on placental development (13-15). One of the earliest endocrine roles of 
hCG is to stimulate the corpus luteum to produce enough progesterone in order to establish pregnancy at the 
outset. In the placenta, hCG is well known to facilitate trophoblastic differentiation (14, 15), and was reported to 
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induce the expression of specific genes such as vascular endothelial growth factor, leukemia inhibitory factor, 
and metalloproteinase-9, all central to the establishment of the feto-maternal interface (16, 17). In human 
placenta, hCG is primarily produced by the syncytiotrophoblast and to a certain extent by the cytotrophoblasts 
(18, 19). In normal pregnancies, detectable levels of hCG begin to appear in the maternal circulation about 2–3 
weeks after conception and the peak is observed at ~8–9 wg before declining significantly in the later stages of 
pregnancy. High serum hCG levels at mid-late pregnancy have been associated with PE, IUGR and Down's 
syndrome (DS) (20).  
The hCG hormone transduces signals by binding to its specific LH/hCG receptor (LHCGR). Binding of hCG to 
its receptor generates signal transduction through the activation of the associated heterotrimeric G-proteins and a 
consequent activation of protein kinase A (PKA) through cAMP mobilization, as well as an increase in 
intracellular calcium through inositol triphosphate/ phospholipase C pathway (21, 22). LHCGR expression in 
human placenta has been reported by many groups (23, 24), however, the precise sites of its expression and the 
type of receptors expressed throughout pregnancy are still under debate (24-28). This discrepancy is probably 
due to the multiple forms described for this receptor. It has also been reported that in early pregnancy, the 
LHCGR are truncated and probably non-functional until 9 wg (25, 26, 29). 
Because hCG has long been associated with the initiation and maintenance of pregnancy, and since our recent 
findings propose EG-VEGF as a new factor directly involved in human placentation, we hypothesized that hCG 
might be involved in the regulation of EG-VEGF and of its receptors. In the present study, we determined, for 
the first time, the effect of hCG on EG-VEGF secretion; established its effect on EG-VEGF expression both at 
the mRNA and protein levels; and determined its effect on the expression of PROKR1 and PROKR2. More 
















A total of 48 first-trimester human placentas of 6–11 weeks of gestation (wg) were obtained from elective 
terminations of pregnancies. Shortly after collection, tissue was fixed in paraformaldehyde at room temperature 
(for Immunohistochemistry); snap frozen in liquid nitrogen and stored at – 80°C to be used for RNA and protein 
extraction, or placed in ice-cold Hanks’ balanced salt solution (Ca2-,Mg2- HBSS) and transported to the 
laboratory for in vitro and ex vivo primary cultures. A total of 29 placentas from 6–11 wg were used for primary 
cultures. Collection and processing of human placentas was approved by the University Hospital Ethics 
Committee, and informed consent was obtained from each patient.   
 
Human villous explants cultures 
Villous explant cultures were established from first trimester human placentas (6–11 wg). Small fragments of 
placental villi (15-20 mg wet weight) were placed into 48-well plates precoated with 150 µL per well of diluted 
Matrigel (matrigel/DMEM-F12) (Becton-Dickinson, le Pont de claix, France) and polymerized at 37°C for 30 
min. Explants were cultured in DMEM-Ham’s F-12 (DMEM/F12; Invitrogen, Cergy Pontoise, France) 
supplemented with 100 µg/mL streptomycin, 100 U/mL penicillin, pH 7.4. After 24h of culture, the medium was 
changed and explants were incubated in the absence or presence of hCG (10-100 IU/ml) (Sigma Aldrich, France) 
or forskolin (10µM, Sigma Aldrich) for 0 to 48h. Villous explants were kept in culture for 72h. Explants (from a 
single placenta) were used in triplicate for each time point. For statistical analysis, the (n) value represents the 
number of placentas (not explants). In some experiments, trophoblast explants were treated by 50 µg/ml of 5, 6-
dichloro-1-β-d-ribofuranosylbenzimidazole (DRB), a potent RNA polymerase inhibitor, or 10 µg/ml 
cycloheximide (CHX), a translation inhibitor. 
 
Immunohistochemistry 
Placental tissues collected at 6–11 wg were fixed for 24 h at 4°C in 4% (vol/vol) paraformaldehyde, embedded in 
paraffin, and cut into 5 µm sections as described previously (11). Adjacent sections were stained using specific 
antibodies and the avidin-biotin immunoperoxidase detection method. Endogenous peroxidase activity was 
quenched by pretreatment with 3% (vol/vol) hydrogen peroxide in methanol for 30 min. Rabbit polyclonal 
antibodies developed in our laboratory were used to detect EG-VEGF, PROKR1 and PROKR2 (Covalab, Lyon, 
France). hCG receptor was detected using the human LHCGR antibody “peptide 28-77” (Santa Cruz 
Biotechnology). For immunohistochemical detection, antibodies were incubated with the tissue sections for 18 h 
at 4°C and used at final concentrations of 0.33 µg/ml for anti-EG-VEGF, 0.84 µg/ml for anti-PROKR1, 0.84 
µg/ml for anti-PROKR2, 1 µg/ml for anti-LHCGR. The tissue sections were subsequently washed three times 
with PBS and incubated with biotinylated goat anti-rabbit IgG (1:250 dilution in blocking solution; Sigma 
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) for 1 h at 4°C. After three PBS washes, the slides were incubated with 
an avidin biotin complex (Vectastain ABC kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA) for 1 h. After a final PBS 
wash, the immunoreactive proteins were visualized after the addition of 3,3-diaminobenzidine (Dako, Trappes, 
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France) for 2 min and then counterstained with hematoxylin. Control sections were treated with antibodies that 
had been preabsorbed overnight at 4°C with the appropriate antigen peptides or without primary antibodies. 
 
Western blotting analysis 
Frozen placental samples and cultured trophoblast cells were homogenized in RIPA lysis buffer [50 mM Tris-
HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% sodium deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sulfate, 1% Triton X-100, 1 mM 
PMSF, 5 µg/ml leupeptin, 5 µg/ml aprotinin] and processed as previously described (3). Protein extracts were 
electrophoretically separated on 0.1% sodium dodecyl sulfate-12 % polyacrylamide gels and electrically 
transferred onto 0.45 µm nitrocellulose membranes. The membranes were blotted with antibodies against 
PROKR1, PROKR2 and LHCGR. PROKR1 and PROKR2 antibodies were both used at a final concentration of 
0.84 µg/ml, LHCGR antibody was used at 0.75µg/ml. The intensities of immunoreactive bands were measured 
by scanning the photographic film and analyzing the images on a desktop computer using Scion Image software 
(version 4.0.2; Scion Corp., Frederick, MD). The mean pixel density for each band was analyzed to obtain 
relative OD units for PROKR1 and PROKR2 proteins. To standardize for sample loading, the blots were 
subsequently stripped using a commercially available kit, following the manufacturer's instructions (Re-blot; 




EG-VEGF was measured by ELISA (PeproTech, France) in conditioned media from placental explants treated or 
not with hCG (10-100 IU/ml). Two separated standard curves were constructed to allow accurate readings of 
samples at upper and lower ranges of the assay. All samples were in the linear range of the standard curves. The 
detection limit of the assay was 16 pg/mL. 
 
Isolation and treatment of trophoblasts  
Placental cytotrophoblasts were isolated from first-trimester human placentas (9–11 wk of gestation, n= 14) and 
cultured as previously described (30). Briefly, the tissue was thoroughly washed in 50 ml cold sterile HBSS until 
the supernatant was nearly free of blood. Areas rich in chorionic villi were selected and were minced into small 
pieces between scalpels. Tissue was incubated in HBSS containing trypsin (0.25%) and DNase (0.2 mg/ml) for 
30 min digestions. The dispersed placental cells were filtered through 100 µm nylon gauze and loaded onto a 
discontinuous Percoll gradient (5–70% in 5% steps of 3 ml each) and then centrifuged at 1200 x g for 20 min at 
room temperature to separate the different cell types. Cytotrophoblast cells that sedimented between the density 
markers of 1.049 and 1.062 g/ml were collected and washed with DMEM. Isolated cells were then incubated 
with anti-CD9 antibodies and subjected to negative immunomagnetic separation using MiniMacs columns 
(Miltenyi Biotech, Paris, France). The dispersed trophoblasts were cultured for 24 h at 37°C in 5% CO2 - 95% 
air to allow attachment. The cells were then divided into two groups: a half was treated one day after the plating 
to insure the cytotrophoblast phenotype and half was allowed to differentiate into a syncytiotrophoblast 
phenotype and treated 48h later. Both cultures were treated by hCG (10-100 IU/ml) for 12h (mRNA analysis) or 
48h (protein analysis). In some experiments, trophoblast cells were treated by DRB (50 µg/ml), or CHX (10 
µg/ml). Cell viability, assessed by Trypan blue exclusion, was more than 95% before and after incubation. 
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RNA isolation and RT-qPCR analysis 
Total RNA was extracted from placental tissue using the Trizol reagent (Invitrogen, USA) according to the 
manufacturer's instructions. To remove any genomic DNA contamination, total RNA was treated with RNAse-
free DNAse I treatment (Qiagen). Total RNA concentration was determined using Nanodrop. Reverse 
transcription was performed on 0.5 µg total RNA with Superscript II-RNaseH reverse transcriptase (Invitrogen, 
Cergy Pontoise, France) under conditions recommended by the manufacturer. EG-VEGF, PROKR1, PROKR2 
mRNA and 18S rRNA expression was quantified by real-time RT-PCR using a Light Cycler apparatus (Roche 
Diagnostics, Meylan, France). The PCR was performed using the primers shown in Table 1 and SYBR green 
PCR core reagents (LightCycler-FastStart Master SYBR Green I, Roche Diagnostics) according to the 
manufacturer’s instructions. In addition, several control reactions were routinely run in parallel; this includes 
RT-PCR run in the absence of reverse transcriptase to confirm the absence of genomic DNA contamination, and 
reverse transcription reactions without RNA to check for reagent contamination. PCR conditions were: step 1, 
94°C for 10 min; step 2, 45 cycles consisting of 95°C for 15 sec, temperature indicated in Table 1 for 5 sec, and 
72°C for 10 sec. The results were normalized to 18S rRNA expression levels. To assess linearity and efficiency 
of PCR amplification, standard curves for all transcripts were generated by using serial dilutions of trophoblast 
cDNA. A melt curve analysis was carried out on the products of amplification reaction to ascertain the melting 
temperature of the product.  
 
TABLE 1. Primers used for real-time (RT) PCR 
 
Gene Forward primer (5’–3’) Reverse primer (5’–3’)  (°C) 
EG-VEGF AGGTCCCCTTCTTCAGGAAACG TCCAGGCTGTGCTCAGGAAAAG 56 
PROKR1 GTCCTCGTCATTGTCAAGAGCC AAACACGGTGGGGAAGAAGTCG 58 
PROKR2 CATCCCATCGCCTTACTTTGC CTTTTCCTTCACGAACACAGTGG 58 
18S TTGTTGGTTTTCGGAACTGAGGC GGCAAATGCTTTCGCTCTGGTC 60 
 
DNA transfection and dual luciferase activity assay 
Cos7 cells (100,000 cells/12-well plates) were transfected in Opti-MEM (Invitrogen) using lipofectamine-2000 
(Invitrogen) with 0.285 µg pGL3b-luc, 0.500 µg of pGL3-pEG-luc. The PGL3b plasmid was purchased from 
Promega (Madison, WI, USA) (31).Twenty-four hours after transfection, cells were treated with or without 8-
bromo-cAMP (Sigma Aldrich, France) for 4 or 6h. Firefly luciferase activities were measured sequentially with 
the Dual-Luciferase reporter assay (Promega). Results are expressed as ratios of firefly luciferase activity per µg 
of proteins. 
 
Mutagenesis and functional analysis 
The cAMP binding sites were individually mutated using site-directed mutagenesis. Complementary primers 
were designed for each mutation. Mutant constructs were generated by PFU turbo (Promega, Madison, WI) PCR 
using 60 ng of each primer, 20 ng of the pGL3-pEG-luc as template, 250 µM dNTP, 2 U PFU turbo polymerase, 
1x PFU buffer in a total volume of 50 µl. The recommended cycling conditions were adapted as follows to 
permit amplification of the full plasmid containing the desired mutation: denaturation 95 °C for 60 s; 18 cycles 
of 95 °C for 60 s, 55 °C for 60 s, 68 °C for 10 min; final extension 72°C for 10 min. A DpnI digestion was 
 8 
performed prior to bacterial transformation of the plasmid DNA to eliminate the parent promoter plasmid. All 
oligonucleotides used for these procedures are given in Table 2 (mutations highlighted). 
For functional analysis, Cos-7 cells were plated in a 24-well plate the day before transfection in order to achieve 
a density of 70-80% confluency at the day of the transfection. The cells were transiently transfected with 500 ng 
pGL3b-pEG-luc expression plasmid or empty pGL3 using lipofectamine-2000 (Invitrogen) according to 
manufacturer’s instructions. After 48 h, the transfection media was removed and was replaced with fresh media 
containing or not 500 µM 8-bromo-cAMP and 200 µM IBMX. After 6 hours incubation, the cells were lysed 
using Passive Lysis Buffer (Promega, Madison, WI) as per the manufacturer’s instructions. The Dual Luciferase 
Assay System (Promega, Madison, WI) was used to assess the luciferase activity in the cell lysates using a Tecan 
Infinite M200 microplate reader (Tecan, France). The fold stimulation of the promoter activity was calculated 






All data are expressed as mean +/- SE. Statistical comparisons were made using nonparametric test and Mann 




















Expression of LHCGR in human placenta  
The first series of experiments were conducted to determine the sites and the levels of expression of hCG 
receptors in human placenta during the first and third trimester of pregnancy.  Fig. 1A, shows representative 
photographs of LHCGR immunolocalization within the placental villi of human placenta at 8 wg (a) and 10 wg 
(b). Immunostainings show that LHCGR is highly expressed by cyto - and syncytiotrophoblast cells. A strong 
expression could also be observed in Hofbauer cells. Negative controls are shown in (c) and (d).  Fig. 1B, shows 
a representative western blot that illustrates the protein levels of LHCGR in human first trimester placenta 
compared to term placenta. Two major bands with molecular masses of 55 and 70 kDa are observed. The 55 kDa 
form is known as the precursor form and the 70 kDa as the mature form. A slight decrease in the intensity of the 
bands is observed towards the end of first trimester. The strongest expression is however observed in term 
placenta.  
 
hCG effect on EG-VEGF protein expression and secretion 
In previous reports from our group (11), we have shown that EG-VEGF is highly expressed by the 
syncytiotrophoblast layer in the human placenta during the first trimester of pregnancy and that this cytokine is 
secreted and can be measured in human serum. We therefore investigated the effect of hCG on EG-VEGF 
expression and secretion in the conditioned media of explant cultures (6 to 11 wg) treated or not with hCG. It 
was particularly relevant to study hCG effects on EG-VEGF expression in an organotypic system in which 
villous tissue architecture is maintained. Placental villous explants in culture preserve the topology of intact villi 
and mimic physiological responses.  
 
hCG effect on EG-VEGF protein expression 
Analysis of the hCG effect on EG-VEGF protein expression in placentas from 6 to 11 wg showed differential 
responses in respect to the gestational age of the placentas examined.  The placentas collected from 6-8 wg were 
less sensitive to hCG treatments compare to those collected from 9-11 wg. Fig 2 shows representative 
photographs of control and treated placental explants (10 and 100 IU/ml of hCG) at 8 and 10 wg.  Whereas the 
concentration of 10 IU/ml was sufficient to show a significant increase in EG-VEGF protein expression at 10 wg 
(i), ten times this concentration was needed to see a significant effect at 8 wg (c). Photographs in (e, f, g) and (k, 
l, m) show negative stainings in placental sections of 8 and 10 wg, respectively. 
 
hCG effect on EG-VEGF protein secretion 
Similar effects to those observed on EG-VEGF expression were also observed on EG-VEGF secretion. Fig. 3A 
and 3B show temporal and dose response regulations of EG-VEGF secretion by hCG in explants from placentas 
of 6-8 wg and 9-11 wg, respectively. In the 6-8 wg placentas, hCG increased EG-VEGF secretion in a dose 
dependent manner with the significant effects observed at 50 and 100 IU/ml. In the 9-11 wg placentas, hCG 
exhibited an opposite dose response effect with the lowest concentration of hCG being the most effective. This 
phenomenon was previously reported for hCG effects in other systems and is probably due to transient loss of 
second-messenger production (desensitization), to receptor internalization, and/or loss of cell surface receptors 
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(down-regulation) in response to high physiological doses of the ligand (32, 33). The discrepancy in the response 
between 6-8 wg and 9-11 wg might well be due to the lack of functionality of LHCGR in early gestational age as 
this was previously reported by (25, 29) and suggested by (26). 
Effects of hCG on EG-VEGF secretion were confirmed using forskolin, an activator of protein kinase A (PKA), 
the main active pathway upon LHCGR stimulation by hCG. Fig. 3C shows a time course effect of forskolin 
effect on EG-VEGF secretion. 
 
hCG effect on EG-VEGF mRNA expression 
To investigate the effect of hCG on EG-VEGF mRNA expression, both primary human placental explants and 
primary trophoblast cells isolated from first trimester placentas were used. Because both hCG and EG-VEGF 
profiles of expression show the highest levels between 9 and 11 wg, we used placentas at this period of gestation 
for all mechanistic experiments. Fig. 4A, 4B and 4C show temporal and dose response regulation of EG-VEGF 
by hCG in explants and syncytiotrophoblasts, respectively. In placental explants, 10 IU/ml of hCG significantly 
increased EG-VEGF expression with a peak at 12 h. In trophoblasts, the highest effect was observed with 10 
IU/ml with a decrease in the response to hCG at higher concentrations. The temporal and dose response 
experiments both demonstrate the positive effect of hCG on EG-VEGF mRNA expression, but also divulge the 
existence of a phenomenon of desensitization, receptor internalization, and/or loss of cell surface receptors in the 
placenta in response to hCG when longer time of exposure or stronger concentrations of the hormone were 
applied. To further characterize the mechanism by which hCG regulates EG-VEGF expression, we examined the 
effects of transcription and translation inhibitors on the hCG regulation of EG-VEGF expression in 
syncytiotrophoblasts. Both the RNA polymerase inhibitor, DRB (50 µg/ml), and the translation inhibitor, CHX 
(10µg/ml) abolished hCG induction of EG-VEGF, Fig.4D These data suggest that hCG regulates EG-VEGF 
gene expression at the transcriptional level and that this effect requires protein neosynthesis.  
 
Mechanism by witch hCG upregulates EG-VEGF expression 
Its is well established that physiological concentrations of hCG elevates cAMP level and induces the activation 
of the protein kinase A signalling pathway (34, 35). Therefore, we evaluated whether the up-regulation of EG-
VEGF gene expression by hCG in placental cells was mediated by this pathway. To investigate the involvement 
of cAMP in hCG effect, we cloned the promoter region of EG-VEGF gene (-3000 bp) which contains two 
canonical cAMP response elements: CRE1 (cyclic AMP responsive element 1), located at -1282pb, and CRE2, 
located at -2636pb (Fig. 5A). We then performed gene reporter assays with Cos 7 cells transiently expressing the 
luciferase gene under the control of EG-VEGF promoter. 24 hours after transfection, cells were treated with or 
without 8-bromo-cAMP for 4 or 6h. Fig. 5A shows that cAMP treatment significantly increased EG-VEGF 
promoter activity both at 4 and 6 hours compared to the promoterless condition. These results indicate that 
cAMP enhances EG-VEGF promoter activity and regulates EG-VEGF promoter expression at the transcriptional 
level. To determine whether CRE1 or CRE2, or both are involved in EG-VEGF activation in response to cAMP, 
we mutated CRE1, CRE2 or both. Mutation of CRE1 slightly affected cAMP effect on EG-VEGF promoter; 
however the mutation of CRE2 completely abolished this effect. This was also observed when both CRE1 and 
CRE2 were mutated (Fig. 5C). Altogether these results demonstrate that the increase in EG-VEGF mRNA 
production in response to hCG is largely mediated through an activation of CRE2. 
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hCG effects on the expression of PROKR1 receptors 
Because of the significant effect of hCG on EG-VEGF expression in placental cells, we wondered whether this 
key hormone also regulates the expression of EG-VEGF receptors, PROKR1 and PROKR2.  Fig. 6 shows hCG 
effect on PROKR1 expression in cytotrophoblasts and in placental explants collected at 9-11 wg. Fig. 6A shows 
hCG effect on PROKR1 mRNA expression in cytotrophoblast cells (12h). hCG significantly increased PROKR1 
mRNA levels; this effect was however only observed at 100 IU/ml, but not at lower concentrations. This effect 
was substantiated at the protein level, both by immunohistochemistry in placental explants that have been 
incubated in the absence or presence of hCG 10 an 100 IU/ml (48h) (Fig. 6B), and by western blot on protein 
extracted from cytotrophoblasts that have been incubated in the absence or presence of hCG 100 IU/ml (48h) 
(Fig. 6C).  
     
hCG effects on the expression of PROKR2 receptors 
hCG effect on PROKR2 expression was also investigated in placental explants and in syncytiotrophoblast cells 
that highly express PROKR2.  Fig. 7 shows hCG effect on PROKR2 expression in syncytiotrophoblast, and in 
placental explants collected at 9-11 wg. Fig. 7A shows hCG effect on PROKR2 mRNA expression (12h). In 
contrast to hCG effects on PROKR1, PROKR2 mRNA levels were significantly increased in response to ten 
times lower concentrations. This effect was substantiated at the protein levels, both by immunohistochemistry in 
placental explants that have been incubated in the absence or presence of hCG 10 and 100 IU/ml (48h) (Fig. 7B); 
and by western blot on proteins extracted from syncytiotrophoblasts that have been incubated in the absence or 
presence of 10 IU/ml hCG (48h) (Fig. 7C). Altogether these findings suggest that PROKR1 and PROKR2 are 

























During the last decade, several reports have shed light on the role of the new angiogenic factor, EG-VEGF in 
reproductive organs. It is now well established that EG-VEGF plays a role in physiological and pathological 
ovarian activities (36, 37), in testicular angiogenesis (9), and is involved in the success of endometrial 
implantation (5, 38, 39). In the placenta, we (2, 3, 11, 12) and others (40, 41) have demonstrated its role during 
early and late pregnancy, respectively. In four recent publications from our group, we have shown that EG-
VEGF and its receptors are highly abundant in the human placenta during the first trimester of pregnancy, with 
the highest levels of expression found in the syncytiotrophoblast layer (3, 11). We have also reported its control 
of trophoblast invasion, and its angiogenic effects in microvascular endothelial cells (2, 3). Furthermore, we 
reported the deregulation of its circulating levels in Preeclampsia (3). The regulation of expression of both EG-
VEGF and its receptors was however still unknown. We and others have shown that the EG-VEGF gene is 
actively transcribed under hypoxia via mechanisms that are common to other hypoxia-inducible genes (11, 42). 
Nevertheless, a fine regulation of EG-VEGF and that of its receptors by an important pregnancy signal was 
predictable but not investigated. 
Here, we demonstrate that the key hormone of placentation, hCG, significantly increases the expression of EG-
VEGF and that of its receptors during the first trimester of pregnancy. hCG effect was assessed in two 
physiological systems, the placental explants and the primary trophoblast cultures. The present finding 
demonstrates a new physiological regulation between an endocrine hormone released by the syncytiotrophoblast 
layer and acts, in an autocrine manner, on the same cell type to increase the expression of the new factor EG-
VEGF, and its receptor PROKR2 abundantly expressed by this differentiated cell type. hCG also acts in a 
paracrine manner on the undifferentiated cell type of the placenta, the cytotrophoblast where it stimulates the 
expression of PROKR1. Altogether these results reveal a new role for hCG in human placentation through its 
activation of the EG-VEGF/ PROKR1/ PROKR2 system and might explain the peak of expression of this ligand 
and its receptors (8 to 11 weeks of gestation) during the first trimester of pregnancy. Consistent with these 
suggestions is the demonstration that placentas collected at 6-8 wg and treated with physiological concentrations 
of hCG (80-100 IU/ml) increased 5 times the EG-VEGF secretion which explains the exponential increase in 
EG-VEGF secretion reported earlier at this gestational period (11). At 9-11wg the same concentration of hCG 
increased EG-VEGF secretion by 1.5 fold only which might explain the gradual decline also reported at this 
period of gestation (11).  One can therefore speculate that the recent described effects of hCG on placental villi 
development, including its effect on placental angiogenesis (17, 43, 44) require a prior activation of EG-VEGF 
production. Consistent with this data, the group of Jabbour has recently shown that EG-VEGF stimulation of LIF 
(Leukemia Inhibitory Factor) expression during endometrial implantation in the baboon was under the control of 
embryonic hCG (38).  
More importantly, we demonstrated that hCG effect is transcriptional and post-transcriptional and determined 
the mechanism by which this hormone up regulates EG-VEGF production. In silico analysis of EG-VEGF 
promoter revealed consensus response elements for different transcription factors including CREB. Mutation of 
these sites showed that hCG effect on EG-VEGF expression is mediated via the activation of CRE2 located at -
2636 bp on the EG-VEGF promoter region and not CRE1 located at -1282 bp. Hence these data bring evidence 
of a direct regulation of EG-VEGF transcription upon hCG stimulation of the trophoblast cells. 
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In earlier work from our group, we have shown that EG-VEGF could be measured in circulating serum with the 
highest levels found during the first trimester of pregnancy (3). Theses data demonstrate that the placenta during 
this period of gestation is an important source of EG-VEGF, and that its local production should be finely 
controlled. Here we show for the first time, in an ex vivo model, the placental explant, that EG-VEGF is secreted 
and can be measured in the explant conditioned medium. Moreover we show that hCG significantly increases 
this secretion.  
In the present paper we also demonstrate that EG-VEGF, PROKR1 and PROKR2 are differentially regulated by 
hCG. We found that hCG stimulates EG-VEGF and PROKR2 expression at lower concentrations (10 IU/ml), 
whereas PROKR1 stimulation was only observed at higher concentrations (100 IU/ml). Given the preferential 
expression of EG-VEGF and PROKR2 in the syncytiotrophoblast and that of PROKR1 in the cytotrophoblast 
cells, these results might be explained by differential levels, and/or type of LHCG receptors expressed in the 
undifferentiated trophoblast, the cytotrophoblast, and the differentiated trophoblast, the syncytiotrophoblast. 
These speculations are consistent with previous reports showing that LHCGR might exist under multiple splicing 
forms in a given tissue (45-47), and from data showing differential expression levels of LHCGR in cyto- and 
syncytiotrophoblast cells (18, 19, 28). The LHCGR gene has 11 exons and codes for multiple alternatively 
spliced species mRNA (at least 6). These different mRNA transcripts are initiated at multiple sites spanning a 
region more than a kilobase upstream of the first exon (48, 49). The discrepancy in the responses of PROKR1 
and PROKR2 to the same concentrations of hCG might well be explained by the differential composition of their 
promoter region. In silico analysis showed that the PROKR2 promoter region exhibits additional potential 
response elements to cAMP (CRE and Sp1) as compared to the PROKR1 promoter. This might explain the 
higher hCG concentration required to activate PROKR1 expression. 
When the effect of hCG was analyzed on EG-VEGF expression and secretion in placental explants, a significant 
up-regulation was observed and this effect was dose and time-dependent. Nevertheless, we observed that higher 
doses of hCG (100 IU/ml) stimulates EG-VEGF expression to a lower degree than 10 IU/ml of hCG. This 
phenomenon is probably due to a transient loss of second-messenger production (desensitization), internalization, 
and/or loss of cell surface receptors (down-regulation) in response to pharmacological doses of the ligand (50, 
51). In our experiments the decrease in LHCGR response was only observed when explant tissues or isolated 
syncytiotrophoblasts were used, but not when cytotrophoblast cells were used. This observation supports the 
hypothesis that cyto- and syncytiotrophoblast cells might not express the same type of LHCGR receptor 
isoforms, and/or do not activate the same second messengers upon hCG activation.  The decrease in the response 
to hCG in both ST and tissue explants might also be explained by the release by the ST layer of soluble 
LHCGRs, a recent phenomenon described in placenta (52). We can speculate that high hCG concentration 
increase soluble LHCGR receptors secretion that might trap the hCG in the conditioned media and thereby lower 
its biological effect. To date, it is well established that deregulations in hCG production are tightly associated 
with the development of major pathological pregnancies such as preeclampsia (53-55). Interestingly, we have 
shown that EG-VEGF levels are also deregulated in PE (3), suggesting that the new loop of regulation between 
hCG and EG-VEGF might contribute to mechanisms underlying the development of placental pathologies during 
early human pregnancy. In the present work, we provide evidence that hCG up-regulates EG-VEGF gene and its 
receptors PROKR1 and PROKR2 in human placenta, and that the hCG regulatory effect on EG-VEGF 
expression involves the cAMP signal transduction pathway. In summary, our results further support the 
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importance of EG-VEGF in pregnancy and reveal a new loop of physiological regulation between two key 
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Figure 1: LHCGR protein expression in placental-tissue at 8 and 10 weeks of gestation. Fig. 1A shows 
LHCGR expression in human placental section. The photographs on (a) and (b) show chorionic villi sections 
immunostained with anti-LHCGR antibody at 8 wg and 10 wg, respectively. The photographs on (c) and (d) 
show tissue sections incubated with pre-immune sera at 8 and 10 wg, respectively. Cytotrophoblast (Ct); 
Hofbauer cells (Ho); syncytiotrophoblast (St). Scale bar = 50 µm. Fig. 1B shows a representative Western blot 
analysis of LHCGR expression in human placental extracts collected from 7 wg to term. Two majors bands with 
molecular masses of 55 (LHCGR precursor) and 70 kDa (mature LHCGR) were observed in placental extracts. 
 
Figure 2: hCG effect on EG-VEGF expression. The photographs in this figure show EG-VEGF staining in 
sections of placental explants that have been cultured in the absence or presence of hCG (10 and 100 IU/ml) at 8 
and 10 wg. Undersized photographs show tissue sections incubated with pre-immune serum. Cytotrophoblast 
(Ct); Hofbauer cells (Ho); Syncytiotrophoblast (St). Scale bar = 50 µm.  
 
Figure 3: hCG effect on EG-VEGF secretion. Fig. 3A and 3B show temporal (0 to 48 h) and dose dependence 
analysis of hCG effect on EG-VEGF secretion in placental conditioned media collected from placental explants 
at 6-8 wg and 9-11 wg, respectively. Fig. 3C shows a time course (0h- 48h) effect of Forskolin on EG-VEGF 
secretion. Data represent the mean ± SEM from three independent experiments. (* P<0.05). 
 
 
Figure 4: hCG effect of EG-VEGF mRNA expression in placental explants and in syncytiotrophoblasts. 
The graph in panel A shows a temporal effect of hCG (10 IU/ml) on EG-VEGF mRNA expression, measured by 
Q-RT-PCR, in placental explants.  Data represent the means ± SEM from 3 independent experiments (*P<0.05). 
Panel B shows a representative analysis of hCG (10, 50 and 100 IU/ml) effect on EG-VEGF mRNA expression 
in syncytiotrophoblast cultures (12h). Panel C shows a dose response effect of hCG (10, 50 and 100 IU/ml) on 
EG-VEGF mRNA expression in syncytiotrophoblast cultures (12h). Panel D shows DRB (50 µg/ml) and CHX 
(10 µg/ml) effects on basal and hCG-induced EG-VEGF mRNA expression in primary trophoblast cells. Data 
represent the mean ± SEM from three independent experiments. (*P<0.05).  
 
 
Figure 5: Mechanism by which hCG up-regulates EG-VEGF expression.  (A) shows 8-bromo-cAMP effect 
on EG-VEGF promoter activation in Cos7 cells transfected with pGL3b pEG-VEGF or pGL3b, used as control. 
Luciferase activity was measured after 4 h and 6 h of cAMP stimulation. Data represent the mean ± SEM from 
three independent experiments. (*P<0.05).  Panel B shows 8-bromo-cAMP effect on EG-VEGF promoter 
activation in Cos7 cells transfected with pGL3b, pGL3b pEG-VEGF, pGL3b pEG-VEGF mutated at the CRE1 
site, pGL3b pEG-VEGF mutated at the CRE2 site, and pGL3b pEG-VEGF mutated at CRE1 and CRE2 sites. 
Luciferase activity was measured after 6 h of cAMP stimulation. Data represent the mean ± SEM from three 
independent experiments.   
 
 
Figure 6: hCG effect on PROKR1 mRNA and protein expression. The graph in panel A shows a dose 
response of hCG (10-100 IU/ml, 12h) on PROKR1 mRNA expression, measured by Q-RT-PCR, in 
cytotrophoblast cells.  Data represent the means ± SEM from 3 independent experiments (*P<0.05). The 
photographs in Panel B show PROKR1 staining in sections of placental explants that have been cultured in the 
absence or presence of hCG (10 and 100 IU/ml) at 10 wg (48h). Undersized photographs (e, f, g) show tissue 
sections incubated with pre-immune serum. Cytotrophoblast (Ct); Hofbauer cells (Ho); Syncytiotrophoblast (St). 
Scale bar = 50 µm. Fig. 6C shows a representative Western blot analysis of PROKR1 expression in 
cytotrophoblasts incubated in the absence or presence of hCG (100 IU/ml, 48h). Fig. 6C shows histograms of the 




Figure 6: hCG effect on PROKR2 mRNA and protein expression. The graph in panel A shows a dose 
response of hCG (10-100 IU/ml, 12h) on PROKR2 mRNA expression, measured by Q-RT-PCR, in 
syncytiotrophoblast cells. Data represent the means ± SEM from 3 independent experiments (*P<0.05). The 
photographs in Panel B show PROKR2 staining in sections of placental explants that have been cultured in the 
absence or presence of hCG (10 and 100 IU/ml) at 10 wg (48h). Undersized photographs (e, f, g) show tissue 
sections incubated with pre-immune serum. Cytotrophoblast (Ct); Hofbauer cells (Ho); Syncytiotrophoblast (St). 
Scale bar = 50 µm. Fig. 6C shows a representative Western blot analysis of PROKR2 expression in 
cytotrophoblasts incubated in the absence or presence of hCG (10 IU/ml, 48h). Fig. 6C shows histograms of the 




Figure 7: Proposed model of hCG stimulation of the EG-VEGF/PROKR1 and PROKR2 system in human 
placenta during the first trimester of pregnancy. (A) Shows a cartoon of placental villi with the new 
physiological regulation of EG-VEGF by hCG. hCG released from the syncytiotrophoblast layer will activate, in 
autocrine manner, EG-VEGF and PROKR2 expression in the ST layer and, in a paracrine manner, the PROKR1 
in the cytotrophoblast layer. (B) Summarizes the proposed model, according to which PROKR1, expressed by 
cytotrophoblasts, is only increased with high hCG levels. In contrast, EG-VEGF and PROKR2, mainly 
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2.2 Discussion de la deuxième publication 
Dans cet article, nous avons caractérisé la régulation d’EG-VEGF et de ses récepteurs par 
l’hCG dans le placenta de 1er trimestre. L’étude des mécanismes de régulation suggère que 
l’hCG augmente EG-VEGF via la voie AMPc, qui agirait probablement via les deux sites 
CRE de son promoteur, avec une implication majeure du site CRE-2. 
 A. Bref résumé des résultats 
Les expériences présentées dans cet article ont été réalisées sur des placentas de 6-11 SA. Il 
faut garder à l’esprit que les concentrations physiologiques circulantes de l’hCG chez les 
femmes enceintes entre 6 et 11 SA se situent entre 50 U.I./mL et 100 U.I./ml environ. 
a) Expression du récepteur LH/CG dans les trophoblastes 
Dans notre étude, nous avons montré que le placenta du 1er trimestre de grossesse exprimait le 
récepteur LH/CG, principalement au niveau des trophoblastes. Cette expression placentaire 
suggère une action éventuelle de l’hCG sur ces cellules. La présence de deux formes du 
LH/CGR dans les extraits protéiques placentaires correspond à la forme précurseur du 
récepteur, qui est une glycoprotéine immature intracellulaire (pour la bande du bas), et à la 
forme mature présente à la membrane (pour la bande du haut), comme décrit dans la 
littérature (pour revue voir (Ascoli et al. 2002)). On note une expression plus importante du 
récepteur LH/CG dans le placenta à terme, par rapport à son expression au 1er trimestre de 
grossesse. Ces différences d’expression seront discutées dans la partie « discussion des 
résultats ». 
b) Régulation de l’expression protéique et de la sécrétion d’EG-
VEGF par l’hCG 
A travers nos expériences, nous avons montré que l’hCG augmentait la sécrétion d’EG-VEGF 
par les explants placentaires du 1er trimestre de grossesse, et ce quelque soit le terme utilisé 
(entre 6 et 11 SA). Toutefois, les doses réponses étaient spécifiques de l’âge gestationnel des 
placentas. 
 Profil de sécrétion pour des placentas de 6-8 SA 
L’hCG augmente la sécrétion d’EG-VEGF par les explants placentaires pour des doses d’hCG 
de 50 U.I./mL et 100 U.I./mL. On peut noter que cette augmentation est proportionnelle à la 
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concentration d’hCG utilisée. Par contre, 10 U.I./mL d’hCG n’a aucun effet significatif sur la 
sécrétion d’EG-VEGF, et cela jusqu’à 48h de traitement. Le marquage d’EG-VEGF sur des 
coupes placentaires d’explants traités par hCG pendant 48h confirme ces données, présentant 
une intensité de marquage maximale pour 100 U.I./mL. 
 Profil de sécrétion pour des placentas de 9-11 SA 
On observe une augmentation significative de la sécrétion placentaire d’EG-VEGF par hCG 
dès 10 U.I./ml, contrairement aux placentas de 6-8 SA. Cette augmentation est significative 
pour toutes les concentrations d’hCG testées (10-50-100 U.I./mL). Néanmoins, on peut noter 
que l’augmentation de la sécrétion d’EG-VEGF est inversement proportionnelle aux doses 
d’hCG utilisées. Cet effet a été confirmé sur des coupes d’explants placentaires traités par les 
mêmes doses d’hCG, où nous avons observé une intensité de marquage maximal d’EG-VEGF 
au sein des ST des villosités traités avec 10 U.I./mL d’hCG. L’intensité de marquage était 
également inversement proportionnelle aux doses de traitement d’hCG utilisées. Cette 
augmentation inversement proportionnelle retrouvée dans chaque expérience pour les 
placentas de 9-11 SA soulève l’existence d’un rétrocontrôle dans la signalisation hCG/EG-
VEGF. Ces régulations fines sont bien décrites pour les RCPG, dont fait partie le LH/CGR. 
Elles seront abordées dans la partie « discussion des résultats ».  
c) Etude des mécanismes de régulation de l’hCG sur EG-VEGF 
Nous avons ensuite voulu déterminer les mécanismes d’action de l’effet de l’hCG sur 
l’expression d’EG-VEGF. Pour cela, nous avons choisi d’utiliser des placentas de 9-11 SA, 
car ils sont décrits dans la littérature comme exprimant des LH/CGR pleinement fonctionnels, 
ce qui n’est pas le cas des placentas de 6-8 SA. Cette notion est abordée plus en détail dans la 
partie « discussion des résultats ». 
 Effet de l’hCG sur l’expression en ARNm d’EG-VEGF  
Une augmentation de l’expression en ARNm d’EG-VEGF est observée pour toutes les 
concentrations d’hCG, avec une induction maximale sous 10 U.I./mL. L’ensemble de ces 
résultats est en accord avec les données obtenues pour la sécrétion d’EG-VEGF. Concernant 
la cinétique d’expression de l’ARNm d’EG-VEGF sous 10 U.I./mL d’hCG, une augmentation 












Figure 64 : Voie de signalisation de l’hCG dans le trophoblaste. La liaison de l’hCG sur son récepteur 
entraîne son association avec la protéine Gs , la stimulation de l’adenylyl cyclase (AC), et l’augmentation 
de la concentration intracellulaire d’AMPc (Ascoli et al. 2002).  
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 Voie de signalisation de l’hCG dans l’augmentation d’EG-
VEGF 
Il est bien établi dans la littérature que la liaison de l’hCG sur son récepteur engendre au sein 
du trophoblaste la stimulation de l’adenylyl cyclase (AC), qui entraine à son tout une 
augmentation intracellulaire d’AMPc (voir figure 64) (Ascoli et al. 2002, Menon and Jaffe 
1973, Shi Q. J. et al. 1993). Dans nos expériences, nous avons utilisé un activateur de l’AC, la 
Forskolin (FSK), et montré une augmentation de la sécrétion d’EG-VEGF sous FSK dès 3h, 
et ce jusqu’à 48h de traitement. Dans des expériences complémentaires, nous avons 
également observé une augmentation de l’activité promotrice d’EG-VEGF sous AMPc, 
confirmant ainsi l’effet stimulant de cette voie sur l’expression d’EG-VEGF. Le promoteur 
d’EG-VEGF possède 2 sites CRE (cAMP response element), qui sont des sites de réponse à 
l’AMPc. Nos expériences de mutations sur ces CRE ont montré l’implication de ces 2 sites 
sur l’activation du promoteur par l’AMPc, avec un rôle majeur du site CRE-2. L’ensemble de 
ces données suggère une régulation de l’expression de l’ARNm d’EG-VEGF par la fixation 
de facteurs régulateurs en réponse à l’AMPc sur ces deux séquences CRE présentes dans le 
promoteur d’EG-VEGF.  
d) Régulation de l’expression des PROKRs par l’hCG 
Au vu de la régulation d’EG-VEGF par l’hCG, nous avons caractérisé les effets de cette 
hormone sur les récepteurs PROKR1 et PROKR2. Ces deux récepteurs sont exprimés 
différemment dans la villosité choriale, avec PROKR1 exprimé majoritairement dans les CT 
et PROKR2 dans les ST (Hoffmann et al. 2006, Hoffmann et al. 2009). 
 Régulation de l’expression de PROKR1  par l’hCG 
Pour l’étude de la régulation de PROKR1 par l’hCG, des cultures primaires de CT du 1er 
trimestre ont été utilisées et traitées avant leur différenciation en ST (voir figure 62). Nous 
avons observé une augmentation de l’expression de l’ARNm de PROKR1 uniquement dans 
des CT traités par 100 U.I./ml d’hCG. Ce même résultat a été confirmé au niveau protéique 
où l’augmentation de l’expression de PROKR1 n’a été obtenue que pour les CT traités par 
100 U.I./ml d’hCG. Des résultats similaires ont été observés sur des coupes d’explants 
placentaires traités par différentes doses d’hCG pendant 48h. On peut noter une augmentation 
de l’intensité du marquage dans les trophoblastes uniquement dans les explants traités par 100 







Figure 65 : Schéma récapitulatif de la publication n°2. Dans le trophoblaste, la liaison de l’hCG à son 
récepteur engendrerait la stimulation de l’adénylyl cyclase. L’AMPc intracellulaire ainsi augmenté va 
activer des facteurs de transcription, et induire leur fixation sur les séquences régulatrices CRE du 
promoteur d’EG-VEGF. Cette fixation va avoir pour conséquence l’augmentation de la transcription 
d’EG-VEGF, et une augmentation de l’expression de l’ARNm. La traduction de ces transcrits ainsi 
augmentés conduira à une augmentation de la protéine EG-VEGF, et une hausse de sa sécrétion. EG-
VEGF ainsi augmenté dans le milieu extracellulaire peut alors stimuler à son tour l’ensemble des cellules 
de la villosité choriale. L’hCG augmente également l’expression en ARNm de PROKR1 et PROKR2, ainsi 
que leur expression protéique. De multiples mécanismes de régulation de l’hCG sur EG-VEGF et les 
PROKRs sont à envisager, et à caractériser prochainement. 
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 Régulation de l’expression de PROKR2  par l’hCG 
Pour l’étude de la régulation de PROKR2 par l’hCG, des cultures primaires de ST du 1er 
trimestre ont été utilisées (voir figure 62). Nous avons observé une augmentation de 
l’expression protéique de PROKR2 dans les ST traités par 10 U.I./ml d’hCG. L’augmentation 
de l’intensité du marquage pour PROKR2 dans les trophoblastes des explants traités par 10 
U.I./ml d’hCG est en accord avec les résultats précédents. Ces données ont été confirmées au 
niveau de l’expression en ARNm, avec une induction significative pour 10 U.I./mL. 
 
e) Conclusion : Schéma de synthèse des principales données 
La figure 65 fait la synthèse de l’ensemble des données obtenues sur l’effet de l’hCG sur 
l’expression des transcrits, de la protéine et de la sécrétion d’EG-VEGF dans le trophoblaste. 
De nombreuses expériences complémentaires sont nécessaires pour connaitre avec précision 
l’enchainement de ces étapes, ainsi que les mécanismes de régulation et/ou compensation qui 
se mettent possiblement en place au long de la cascade intracellulaire. 
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 B. Discussion des résultats 
a) Récepteur LH/CG dans le placenta humain 
L’expression du récepteur LH/CG dans le placenta humain a été rapporté pour la première 
fois par Alsat (Alsat and Cedard 1974), puis confirmé par d’autres équipes (Reshef et al. 
1990). Néanmoins, la caractérisation et la régulation des LH/CGR dans le placenta sont 
encore très peu documentées. Les sites de son expression et les types de récepteurs exprimés 
restent toujours controversés. Certaines équipes décrivent le syncytiotrophoblaste comme type 
cellulaire privilégié pour son expression (Jauniaux et al. 2000a, Licht et al. 1993, Reshef et al. 
1990), alors qu’il s’agit du cytotrophoblaste villeux pour d’autres équipes (Handschuh et al. 
2007b, Pidoux et al. 2007a, Pidoux et al. 2007b). Dans l’ensemble de nos expériences, nous 
avons trouvé le marquage in vivo dans la couche de syncytiotrophoblastes dans les villosités 
choriales placentaires entre 6 et 11 SA.  
 Régulation de l’expression du récepteur LH/CG par l’hCG 
D’après nos données, on note que le LH/CGR semble plus abondant dans les placentas à 
terme par rapport aux placentas du 1er trimestre. Cela est cohérent avec les données de la 
littérature qui montrent un rétrocontrôle négatif de l’expression du récepteur LH/CG par 
l’hCG elle-même, au niveau de l’expression en ARNm et protéine (Licht et al. 1993). Ainsi, 
on peut penser que la concentration plus basse en hCG à la fin de la grossesse (autour de 10-
20 U.I./mL) diminuerait le rétrocontrôle négatif de l’hCG sur son récepteur, et aurait pour 
conséquence une augmentation de l’expression du LH/CGR.  
 Fonctionnalité des récepteurs LH/CG au cours du 1er 
trimestre : une explication possible pour l’existence des deux 
profils 6-8 SA et 9-11 SA. 
Il est établi que l’âge gestationnel des placentas est très important, car il confère des 
propriétés singulières dans les régulations et la sécrétion d’hormones (Kato and Braunstein 
1990, Licht et al. 1993). Des données de la littérature ont décrit que les récepteurs LH/CG 
étaient tronqués et probablement moins fonctionnels avant 9 SA (Jauniaux et al. 2000a, Licht 
et al. 1993, Rao Ch V. 1996). La nature exacte des récepteurs tronqués, ainsi que la 
caractérisation de leur manque de fonctionnalité (données non publiées à ce jour de l’équipe 
de Rao) restent encore à définir précisément. Toutefois, l’absence de rétrocontrôle de l’hCG 
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sur sa propre expression et celle de son récepteur dans les placentas de 8-9 SA (Licht et al. 
1993), alors qu’il est établi dans le placenta pour d’autres âges gestationnels, apporte un 
élément favorable supplémentaire à cette hypothèse de fonctionnalité altérée dans les 
placentas jusqu’à 9 SA. L’implication de cette caractéristique du LH/CGR dans nos résultats 
concernant l’effet différentiel de l’hCG sur la sécrétion d’EG-VEGF dans des placentas de 6-8 
SA et 9-11 SA sera discutée plus bas. 
 Régulation de l’activité des récepteurs LH/CG : une 
explication possible pour l’augmentation inversement 
proportionnelle d’EG-VEGF sous hCG à 9-11 SA. 
La signalisation hCG-LH/CGR possède de nombreux niveaux de régulation. Une partie de ces 
phénomènes touchent le LH/CGR et incluent la désensibilisation (Pidoux et al. 2007b, 
Segaloff et al. 1990), l’internalisation et/ou la baisse du nombre de récepteurs LH/CG à la 
membrane par des doses fortes ou prolongées d’hCG (Hoffman et al. 1991, Hu Z. Z. et al. 
1990, LaPolt et al. 1990, Licht et al. 1993, Peegel et al. 1994, Pidoux et al. 2007b, Segaloff et 
al. 1990). Cette régulation négative a été décrite pour être accompagnée également d’une 
baisse de l’expression en ARNm du LH/CGR, et cela via une augmentation de sa dégradation, 
phénomène qui semble étroitement lié à la baisse de l’activité de liaison du ligand par le 
récepteur (pour revue (Menon et al. 2010)). Ces phénomènes, non exclusifs, peuvent 
possiblement tous intervenir dans la diminution de la signalisation hCG-LH/CGR à mesure 
que la concentration en hCG augmente, et donc dans l’augmentation inversement 
proportionnelle de la réponse EG-VEGF sous hCG par les placentas de 9-11 SA. Ces données 
seront discutées plus précisément plus bas. 
b) Sécrétion de l’hCG par le placenta 
 Justification des doses d’hCG utilisées dans les expériences 
Les traitements en hCG utilisés pour nos expériences ont été choisis par rapport aux doses 
physiologiques de l’hCG au cours de la grossesse. En effet, les concentrations plasmatiques à 
partir de 6 SA jusqu’au terme sont comprises entre 10 et 100 U.I./mL, ce qui correspond à 
l’ensemble des doses utilisées dans notre étude. En ce qui concerne les concentrations 
effectives d’hCG dans nos milieux de cultures, la demi-vie longue de l’hormone (entre 24h et 
48h) permettait de stimuler une seule fois les cellules/explants pour la caractérisation des 
effets de l’hCG sur EG-VEGF et ses récepteurs. 
Résultats  - 2
ème
 publication  - Régulation d’EG-VEGF et de ses récepteurs par l’hCG 
 
91 
 Sécrétion endogène d’hCG par les trophoblastes en culture 
La production endogène d’hCG par le placenta a été prise en compte dans nos expériences. En 
nous appuyant sur de nombreuses données (Handschuh et al. 2007a, Pidoux et al. 2007a, 
Pidoux et al. 2007b), nous avons estimé la sécrétion des trophoblastes nettement inférieure à 1 
U.I/mL d’hCG en 48h, et celles des explants placentaires inférieure à 2 U.I/mL d’hCG en 
48h. Les doses de traitements des milieux conditionnés reflètent donc bien les concentrations 
effectives d’hCG dans nos expériences, puisqu’elles sont largement supérieures aux 
sécrétions trophoblastiques endogènes. 
c) Effet de l’hCG sur l’expression d’EG-VEGF au 1er trimestre de 
grossesse : deux profils différents selon l’âge gestationnel des 
placentas 
Nous avons observé une augmentation de l’expression d’EG-VEGF à des doses différentes 
d’hCG entre les placentas de 6-8 SA et de 9-11 SA.  
 Les placentas de 9-11 SA répondent à des doses plus faibles 
d’hCG (dès 10 U.I./mL) 
Comme décrit plus haut, des données de la littérature semblent indiquer que les LH/CGR 
seraient moins fonctionnels jusqu'à 9SA en raison de la présence d’un nombre non 
négligeable de récepteurs tronqués (Jauniaux et al. 2000a, Licht et al. 1993, Rao Ch V. 1996). 
Ces récepteurs deviendraient alors fonctionnels après 9 SA. Cette caractéristique des LH/CGR 
peut expliquer le fait que seule une forte dose d’hCG (de 50 et 100 U.I./mL) activerait ces 
récepteurs LH/CGR peu fonctionnels dans les placentas de 6-8 SA, menant ainsi à 
l’augmentation d’EG-VEGF. En revanche, de plus faibles doses d’hCG (à partir de 10 
U.I./mL) pourraient activer les récepteurs fonctionnels de l’hCG dans des placentas de 9-11 
SA, engendrant ainsi les cascades intracellulaires nécessaires à l’augmentation significative 
d’EG-VEGF dès 10 U.I./mL d’hCG. La nature exacte des récepteurs tronqués n’est pas 
encore publiée à ce jour (données non publiées de l’équipe de Rao). Il en est de même pour 
leur baisse de fonctionnalité, qui peut faire intervenir, entre autres, l’affinité de liaison de 
l’hCG, les changements conformationnels du récepteur suite à son activation, le couplage 
LH/CGR avec certaines protéines G, des glycosylations différentielles, l’adressage à la 
membrane etc. La caractérisation précise de ces récepteurs est une perspective majeure et 
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indispensable à la compréhension de la signalisation hCG-LH/CGR dans les placentas 6-8 
SA. 
 L’augmentation d’EG-VEGF est inversement proportionnelle 
aux doses d’hCG utilisées pour les placentas de 9-11 SA 
Dans nos expériences sur les placentas de 9-11 SA, qui possèdent des récepteurs LH/CG 
fonctionnels, nous avons été confronté à une baisse de l’augmentation de la sécrétion d’EG-
VEGF au delà de 10 U.I./mL d’hCG. Cette inhibition de l’effet de l’hCG sur la sécrétion 
d’EG-VEGF semble directement proportionnelle aux concentrations d’hCG utilisées 
 
Plusieurs explications non exclusives sont possibles : 
 
- Désensibilisation, internalisation et régulation négative de l’expression du LH/CGR 
Comme décrit plus haut, le LH/CGR, qui est un RCPG, est soumis à de nombreux processus 
de régulation de son activation. Ces mécanismes incluent la désensibilisation, l’internalisation 
et la baisse du nombre de récepteurs à la membrane (par augmentation de leur dégradation et 
diminution de l’expression des transcrits LH/CGR).  
 
Le phénomène de désensibilisation des récepteurs LH/CG est bien connu dans la littérature 
pour des fortes concentrations hormonales (Kash and Menon 1998, Menon et al. 2004). Dans 
l’ovaire, le pic de LH est connu pour causer une désensibilisation de la réponse à l’hormone 
(ainsi qu’une baisse de l’expression des récepteurs). En effet, la stimulation du récepteur 
LH/CG engendre une incapacité temporaire à coupler la sous-unité Gαs, inhibant ainsi 
l’augmentation de la production d’AMPc (Hunzicker-Dunn and Birnbaumer 1976, Marsh et 
al. 1973, Segaloff et al. 1990). Ceci provoque une perte de réponse transitoire à la stimulation 
hormonale, et protège ainsi la cellule des stimulations répétées. La désensibilisation de la 
réponse à l’hCG est également décrite comme proportionnelle aux concentrations hormonales 
utilisées (Conti et al. 1976, Herr et al. 2007, Licht et al. 1993, Shi Q. J. et al. 1993), ce qui 
semble être en adéquation avec nos résultats.  
 
La baisse d’expression à la membrane des récepteurs permet également de protéger la cellule 
d’une sur-stimulation, via des phénomènes d’internalisation ou de régulation négative de leur 
expression (augmentation de la dégradation ou baisse de la synthèse). Ces phénomènes 
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impliquent l’endocytose et l’adressage aux lysosomes des LH/CGR (Ascoli et al. 2002), mais 
également la baisse d’expression transitoire des transcrits de LH/CGR par une augmentation 
de leur dégradation (Hoffman et al. 1991, LaPolt et al. 1990, Licht et al. 1993, Lu et al. 1993, 
Peegel et al. 1994, Segaloff et al. 1990). 
 
L’ensemble de ces phénomènes peut participer à la baisse de l’augmentation d’EG-VEGF 
sous les doses croissantes d’hCG, observée dans nos résultats sur les placentas de 9-11 SA. 
Des expériences complémentaires sont à envisager pour définir clairement l’implication de 
chacun de ces processus dans la baisse de la signalisation hCG-LH/CGR sur EG-VEGF. 
 
Nous pouvons également rapprocher ces données de la littérature de nos résultats obtenus sur 
l’expression plus importante du LH/CGR dans le placenta à terme. En effet, la concentration 
physiologique plasmatique en hCG à la fin du 3ème trimestre est aux alentours de 10-20 
U.I./ml, concentration bien plus faible que dans le placenta de 1er trimestre, où la 
concentration en hCG avoisinent les 100 U.I./ml. La concentration modérée en hCG au terme 
de la grossesse favoriserait donc la diminution des rétrocontrôles négatifs sur le LH/CGR 
provoqués par les concentrations fortes en hCG, concentrations qui sont retrouvées au 1er 
trimestre de la grossesse. Ces données sont en adéquation avec nos résultats et appuient 
l’hypothèse selon laquelle des concentrations supérieures à 10-20 U.I./ml d’hCG 
entraîneraient une baisse d’expression des récepteurs LH/CG matures, comme ce que nous 
avons pu observer dans nos expériences. Il est intéressant de garder à l’esprit qu’avant 9 SA, 
la présence majoritaire de récepteurs LH/CG peu fonctionnels empêcherait l’hCG d’exercer 
ce rétrocontrôle négatif aux fortes concentrations, que ce soit sur sa propre expression ou sur 
celle de son récepteur. Il a été suggéré que cela participerait fortement à l’augmentation 
physiologique de l’hCG jusqu’à son pic aux alentours de 8-9 SA (Licht et al. 1993). Ces 
données sont en faveur de nos résultats, où nous avons trouvé une augmentation 
proportionnelle d’EG-VEGF aux doses d’hCG dans les placentas de 6-8 SA, suggérant 
également un manque de rétrocontrôle dans la signalisation hCG-LH/CGR. Afin de valider 
cette hypothèse, des études sur la régulation de l’expression du LH/CGR dans les explants 




 Figure 66 : Extrapolation de nos résultats dans la physiologie placentaire. 
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- L’hCG induit différentes voies de signalisation  
Les concentrations modérées d’hCG sont décrites pour solliciter la voie AMPc (Menon and 
Jaffe 1973, Menon and Gunaga 1974). Aux fortes concentrations d’hCG, considérés comme 
« supra-physiologiques » dans la littérature, l’implication probable de la voie PLC est 
suggérée. Elle conduirait alors à l’augmentation de la production d’IP3 (Inositol triPhophate) 
et de DAG (DiAcylGlycerol) (Davis J. S. et al. 1984, Gudermann et al. 1992). IP3 est décrit 
pour augmenter la mobilisation calcique (Berridge and Irvine 1984), et DAG comme un 
stimulateur de la protéine kinase C (PKC) (Nishizuka 1984). Si le rôle physiologique de 
l’hCG comme stimulant la production de l’AMPc est relativement bien décrit, son rôle dans 
l’activation de la voie PLC est bien moins compris (Ascoli et al. 2002). En particulier, le seuil 
précis au-delà duquel la voie PLC serait déclenchée est encore débattu. Néanmoins, ces 
données suggèrent la possibilité que l’hCG à 10 U.I./ml et à 100 U.I./ml n’activerait pas les 
mêmes voies de signalisation, et de ce fait engendrerait des réponses différentes dans la 
sécrétion d’EG-VEGF par les explants placentaires de 9-11 SA. Cette hypothèse n’est pas 
particulièrement appuyée par nos résultats, où la diminution graduelle de la sécrétion et de 
l’expression en ARNm en réponse aux doses croissantes de l’hCG dans les placentas de 9-11 
SA, suggère davantage un rétrocontrôle négatif de plus en plus important, plutôt qu’une autre 
voie de signalisation. Des expériences complémentaires sont à réaliser afin d’infirmer ou de 
confirmer cette hypothèse. De manière générale, ces mécanismes régulateurs de la 
signalisation hCG-LH/CGR apportent de nombreuses perspectives expérimentales à tester, 
afin de définir précisément leur implication dans la signalisation hCG-EG-VEGF. 
d) Implication de ces résultats dans l’expression placentaire 
d’EG-VEGF dans la physiologie humaine au cours du 1er 
trimestre de grossesse 
Les profils différents de sécrétion d’EG-VEGF par des placentas de 6-8 SA et 9-11 SA traités 
par l’hCG suggèrent une régulation dynamique d’EG-VEGF au cours du 1er trimestre de la 
grossesse. En effet, les résultats que nous avons obtenus dans nos expériences ex vivo peuvent 
être transposés dans la placentation  physiologique. Dans nos expériences sur les placentas de 
6-8 SA, nous avons observé une forte augmentation de la sécrétion d’EG-VEGF, de plus de 5 
fois la sécrétion basale, pour des traitements de 100 U.I./ml d’hCG pendant 48h. En 
extrapolant l’impact de ces données dans la physiologie de la femme enceinte, l’ensemble de 
nos résultats suggère alors que la concentration physiologique en hCG chez la femme  
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enceinte, qui se situe aux alentours de 100 U.I./mL à 8 SA, provoquerait une sécrétion accrue 
d’EG-VEGF par les trophoblastes, contribuant ainsi à l’augmentation physiologique d’EG-
VEGF au sein du placenta et dans la circulation sanguine aux alentours de 10 SA (voir figure 
66, 6-8 SA). En revanche, dans nos expériences sur les placentas de 9-11 SA, nous avons 
observé une augmentation plus modérée dans la sécrétion d’EG-VEGF sous 100 U.I./ml 
d’hCG, qui n’est alors plus que de 1.5-2 fois la sécrétion basale environ. Ce changement dans 
l’augmentation de la sécrétion d’EG-VEGF engendrerait alors une stimulation moindre d’EG-
VEGF dans la physiologie, et par conséquent une baisse progressive de l’expression 
placentaire et de la concentration plasmatique en EG-VEGF (voir figure 66, 9-11 SA). 
e) Sécrétion endogène d’EG-VEGF par les explants placentaires  
Nous avons observé une différence significative dans la sécrétion basale d’EG-VEGF par les 
villosités choriales de 6-8 SA et de 9-11 SA. Pour les placentas de 6-8 SA, elle est de 200 
pg/ml environ pour 48h, tandis que pour 9-11 SA, elle est de 50 pg/ml environ à 48h (données 
non publiées). Ces résultats suggèrent qu’au moins une partie des mécanismes physiologiques 
de régulation de l’expression d’EG-VEGF sont conservés après leur mise en culture, et cela 
au moins jusqu’à 72h après récupération du placenta. Cette diminution de la sécrétion basale 
d’EG-VEGF pour les explants de plus de 9 SA corrèle avec nos résultats in vitro concernant 
l’effet de l’hCG sur la sécrétion d’EG-VEGF. En effet, la concentration circulante 
physiologique d’hCG autour de 6-8 SA atteint au maximum 100 U.I./mL environ, ce qui 
d’après nos résultats induit une forte augmentation d’EG-VEGF. Or la sécrétion basale de ces 
placentas en culture est haute, et atteint 200 pg/mL d’EG-VEGF. En revanche, la 
concentration circulante physiologique d’hCG aux alentours de 9-11 SA atteint 70-100 
U.I./mL d’hCG, concentration que nous avons démontrée comme augmentant très 
modérément EG-VEGF. Nous observons en parallèle que la sécrétion basale des placentas de 
9-11 SA n’est que de 50 pg/mL, suggérant ainsi un certain maintien en culture des régulations 
in vivo d’EG-VEGF dans le placenta humain.  
f) Effet de l’hCG sur les PROKRs 
L’augmentation observée de la sécrétion d’EG-VEGF et de l’expression des PROKRs par 
l’hCG dans les placentas de 9-11 SA dans nos expériences soulève l’implication possible 
d’EG-VEGF dans la régulation de ses propres récepteurs. Dans des données non publiées, 
nous avons observé une régulation différentielle de PROKR1 et PROKR2 par EG-VEGF 
selon la durée du traitement et la dose d’EG-VEGF utilisée. De façon très intéressante, le 
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traitement d’explants placentaires pendant 48h par des fortes doses d’EG-VEGF engendre une 
augmentation de PROKR2, et non de PROKR1.  
Cette condition est à rapprocher du traitement à 10 U.I./mL d’hCG, qui provoquait une forte 
augmentation de la sécrétion d’EG-VEGF, ainsi qu’une forte induction de l’expression de 
PROKR2, mais pas de PROKR1. Inversement, le traitement d’explants placentaires par des 
doses modérées d’EG-VEGF (données non publiées) conduisait à une augmentation 
importante de PROKR1, mais pas de PROKR2. Cette condition, quant à elle, est à rapprocher 
du traitement à 100 U.I./mL d’hCG, qui induisait une augmentation plus modérée d’EG-
VEGF, avec une forte induction de l’expression de PROKR1, mais pas de PROKR2 à 48h de 
traitement. L’ensemble de ces données suggère que l’effet de l’hCG sur les PROKRs pourrait 
être dû, au moins en partie, à l’effet d’EG-VEGF sur ces propres récepteurs, sans exclure la 
participation d’un effet direct de l’hCG via les nombreux éléments de réponse à l’AMPc 
contenus dans les promoteurs des PROKRs. Des études in silico ont montré que le promoteur 
de PROKR2 contenait davantage d’éléments de réponse à l’AMPc (sites CRE et Sp1) que le 
promoteur de PROKR1, ce qui pourrait participer également aux effets différentiels de l’hCG 
sur l’expression de ces deux récepteurs. Des expériences complémentaires sont nécessaires 
pour caractériser l’implication de ces deux mécanismes dans l’augmentation des PROKRs 
sous hCG. 
 
 C. Conclusion des résultats 
L’ensemble de nos résultats montre que l’hCG est un nouveau régulateur d’EG-VEGF et de 
ses récepteurs. L’importance de la voie AMPc dans la sécrétion et l’activation du promoteur 
d’EG-VEGF soulève de nombreuses questions quant aux mécanismes précis et aux 
partenaires recrutés dans les voies de signalisation qui mènent à l’augmentation finale de la 
sécrétion d’EG-VEGF par le placenta. De nombreuses expériences sont nécessaires pour 
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III.  EG-VEGF et ses récepteurs dans les pathologies 
de la grossesse : cas du Retard de Croissance Intra-
Utérin (troisième publication) 
3.1 Contexte de la troisième publication 
Quand j’ai débuté mon travail de thèse, l’expression d’EG-VEGF et de ses récepteurs dans les 
pathologies de la grossesse d’origine vasculaire, qui représente une partie importante de 
l’activité de recherche du laboratoire, avait déjà été déterminée et publiée pour la Toxémie 
Gravidique (Hoffmann et al. 2009). En revanche, aucune donnée n’était disponible pour le 
Retard de Croissance Intra-Utérin (RCIU), autre pathologie où le placenta joue un rôle clé 
(Krebs et al. 1996, Regnault et al. 2002, Sibley et al. 2005).  
 
Le développement correct du placenta pendant la grossesse dépend majoritairement de deux 
types cellulaires : les trophoblastes et les cellules endothéliales fœtales. La croissance 
placentaire, dont dépend directement la croissance fœtale, requiert de ce fait un contrôle fin 
dans la prolifération, la survie, et la fonctionnalité de ces deux types cellulaires. L’effet d’EG-
VEGF sur les cellules endothéliales fœtales, les HPEC, avait déjà été caractérisé pendant la 
première partie de ma thèse (voir la partie « Résultats – 1ère publication »). En revanche, peu 
de données concernant l’effet d’EG-VEGF sur les trophoblastes avaient été publiées jusqu’à 
présent. Seul l’effet inhibiteur d’EG-VEGF sur la migration, l’invasion et la formation de 
réseaux pseudo-vasculaires par les trophoblastes extravilleux avait été rapporté (Hoffmann et 
al. 2009), mais aucune donnée n’était disponible concernant son effet sur les trophoblastes 
villeux, cellules qui représentent majoritairement les trophoblastes dans la villosité choriale. 
Les trophoblastes villeux sont constitués d’une couche proliférative de cytotrophoblastes, qui 
entoure directement le mésenchyme, et d’une couche continue de syncytiotrophoblastes 
différenciés, qui se trouve en contact direct avec le sang maternel. Il est primordial que cette 
couche de syncytiotrophoblastes augmente en volume pendant la grossesse, notamment par 
l’incorporation continue de cytotrophoblastes, afin de répondre à la croissance rapide des 
villosités placentaires, ainsi qu’à la desquamation physiologique de la couche de 
syncytiotrophoblastes apoptotiques dans la circulation maternelle (Huppertz et al. 2006). 
L’expansion de cette couche syncytiale dépend donc du maintien d’une population de  
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cytotrophoblastes prolifératifs, et capables de fusionner avec la couche préexistante de 
syncytiotrophoblastes (Huppertz et al. 2006). Il nous semblait de ce fait primordial d’étudier 
l’effet d’EG-VEGF sur la prolifération, la survie, et la différenciation des trophoblastes 
villeux. 
 
Les placentas issus de grossesses RCIU sont le siège de nombreuses altérations pathologiques 
touchant la prolifération trophoblastique, l’angiogenèse ou l’invasion des artères spiralées 
maternelles, contribuant ainsi au maintient d’une hypoxie utéro-placentaire anormale (voir la 
partie « introduction » pour plus de détails) (Allaire et al. 2000, Arroyo and Winn 2008, Chen 
C. P. et al. 2002, DiFederico et al. 1999, Ishihara et al. 2002, Jackson et al. 1995, Khong et al. 
1986, Levy and Nelson 2000, Mayhew et al. 2003, Smith et al. 1997, Torry et al. 2004). De 
plus, de nombreux facteurs de croissances induits par l’hypoxie ont été rapportés comme 
dérégulés dans les grossesses RCIU (Arroyo and Winn 2008, Jarvenpaa et al. 2007, McCarthy 
et al. 2007, Roh et al. 2005). L’ensemble de ces résultats suggérait qu’EG-VEGF, facteur 
placentaire angiogène régulé par l’hypoxie, pouvait présenter une expression anormale dans 
cette pathologie de la grossesse. 
 
Dans ce troisième article, nous avons étudié dans un premier temps l’effet physiologique 
d’EG-VEGF sur les trophoblastes villeux afin de compléter nos données sur les rôles de ce 
facteur dans la placentation physiologique. Pour cela, nous avons caractérisé l’effet d’EG-
VEGF sur la prolifération des trophoblastes à travers 2 tests complémentaires : l’incorporation 
de thymidine tritiée par des cytotrophoblastes en culture primaire, et un marquage ki-67 sur 
des explants placentaires. Nous avons également étudié l’effet d’EG-VEGF sur la survie 
trophoblastique, ainsi que sur la différenciation des cytotrophoblastes en 
syncytiotrophoblastes, étape finement régulée et essentielle au développement placentaire. 
Dans un deuxième temps, nous avons caractérisé l’expression d’EG-VEGF et de ses 
récepteurs dans des grossesses RCIU au 3ème trimestre de grossesse.  
 Role of EG-VEGF in normal and pathological pregnancies: Case 
of IntraUterine Growth Restriction (IUGR).  
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Growth of the placental villi is a key event in placental development during the first trimester 
of human pregnancy. A failure in this process is believed to contribute to the development of 
placental pathologies such as intrauterine growth retardation (IUGR). Our recent reports 
unmasked the roles of a new placental growth factor, endocrine gland derived-VEGF (EG-
VEGF) and its receptors, prokineticin receptor 1 and prokineticin receptor 2 (PROKR1 and 
PROKR2) in placental villi development. We have shown that i) EG-VEGF, PROKR1 and 
PROKR2 are abundantly expressed in first trimester human placenta, ii) EG-VEGF controls 
extravillous trophoblast invasion and promotes placental angiogenesis iii) EG-VEGF and 
PROKR1 expression is up regulated by hypoxia and iii) EG-VEGF circulating levels are the 
highest during the first trimester of pregnancy. In the present study, we investigated EG-VEGF 
effects on i) trophoblast proliferation, both in primary cytotrophoblast (CT) and in placental 
explant culture, and trophoblast survival, ii) cytotrophoblast syncytialisation (measurement of 
syncytin 1 and 2 and β hCG mRNA expression). To further investigate the role of EG-VEGF 
and its receptors in placental development, we determined their levels of expression both at the 
mRNA and protein levels, in normal and IUGR placentas. We also determined the circulating 
levels of EG-VEGF in sera collected from normal and IUGR pregnant women. Our results 
showed that i) EG-VEGF increased CT proliferation both in primary and explant cultures; ii) 
EG-VEGF did not affect syncytin 1, syncytin 2 and βhCG mRNA expression iii) EG-VEGF, 
PROKR1 and PROKR2 mRNA and proteins levels were significantly increased in IUGR 
placentas, and iv) EG-VEGF circulating levels were significantly higher in IUGR patients. 
Altogether, our results identify a new trophoblastic growth factor, and provide evidence for its 
dysregulation in IUGR placentas. Changes in EG-VEGF, PROKR1 and PROKR2 in IUGR 














It is well established that placental development depends on controlled growth, invasion and 
differentiation of the trophoblast cells and on adequate vascular development. A failure in 
theses processes leads to the development of placental pathologies such as preeclampsia (PE) 
or IUGR (intrauterine growth restriction). Therefore a fine control of placental development 
during the first trimester of pregnancy is critical for the success of pregnancy. 
IUGR is the leading cause of perinatal mortality and morbidity and an important antecedent to 
childhood and adult diseases (Barker 1992, Bernstein et al. 2000, Henriksen 1999). It occurs 
when the full growth potential of the fetus, depending on genetic potential modulated by 
nutritional and endocrine environments, is not achieved. IUGR affects approximately 8% of 
all pregnancies (Baschat 2004, Cetin et al. 2004, Pollack and Divon 1992) and its occurrence 
is highly related to abnormal placental development (Krebs et al. 1996, Regnault et al. 2002, 
Sibley et al. 2005). In normal pregnancies, an adequate and efficient supply of nutrients and 
oxygen is vital for proper development of the fetus. The placenta has a key role in this process 
via its actions on the transport of nutrients and gases through the placental barrier, composed 
of syncytiotrophoblast and cytotrophoblast layers (CT), connective tissue and fetal vascular 
endothelium. Placentas of IUGR pregnancies are characterized by a number of pathological 
defects, such as increased placental apoptosis (Allaire et al. 2000, DiFederico et al. 1999, 
Ishihara et al. 2002, Levy and Nelson 2000, Smith et al. 1997), higher thickness of the 
placental barrier (Mayhew et al. 2003), poor invasion of maternal vessels (Arroyo and Winn 
2008, Khong et al. 1986), reduced syncytiotrophoblast area (Mayhew et al. 2003), and 
aberrant angiogenesis (Chen et al. 2002, Torry et al. 2004). 
To date, the causes of IUGR development are not fully understood. However several 
indications converge to incriminate dysregulations of growth and angiogenic factors during 
placental development. Various growth factors and cytokines, such as epidermal growth 
factor (EGF) and transforming growth factor (TGF)-β have been reported to be involved in 
the coordination of these processes and were reported to be dysregulated in IUGR (Cartwright 
et al. 1999, Irving and Lala 1995, Lysiak et al. 1993). Also, alterations in the expression of 
antiangiogenic and angiogenic growth factors, and of hypoxia-regulated genes have been 
described in IUGR (Arroyo and Winn 2008, Jarvenpaa et al. 2007, McCarthy et al. 2007, Roh 
et al. 2005). These results suggest that abnormal levels of angiogenic and antiangiogenic 
growth factors could be in part responsible for the pathophysiology of IUGR. Oxygen 
regulation is another factor associated with the occurrence of IUGR. Tapanainen and 
coworkers demonstrated an association between hypoxia, decreased placental size, and the 
development of IUGR (Tapanainen et al. 1994). Placental hypoxia is however thought to be a 
consequence of the primary defect in vascular remodelling of the maternal decidua rather than 
a cause of the process that leads to IUGR development. Failure in vascular remodelling and in 
the establishment of the fetomaternal interface is most likely caused by defects in growth and 
angiogenic factor expression.  
During the last decade, we and others have been interested in the study of new angiogenic 
factor,  named EG-VEGF for endocrine gland derived vascular endothelial growth factor, that 
was initially characterized and sequenced by the group of N. Ferrara (LeCouter et al. 2001). 
EG-VEGF was shown to be expressed in testis, adrenal gland, ovary, and placenta (LeCouter 
et al. 2001). EG-VEGF is a member of a class of proteins that also includes Bv8, a peptide 
purified from the skin secretion of the yellow-bellied toad, Bombina variegata (LeCouter et 
al. 2001), also known as prokineticin (PROK)-2. Human EG-VEGF and Bv8 proteins present 
83% identity and share the same G protein coupled receptors (PROKRs), termed PROKR1 
and PROKR2  (Lin et al. 2002). EG-VEGF expression in the placenta was briefly described in 
the initial report by LeCouter et al. (LeCouter et al. 2001). In recent publications from our 
group, we have shown that EG-VEGF/PROK1 and its receptors, but not PROK2, are highly 
abundant in human placenta during the first trimester of pregnancy, with the highest 
expression of EG-VEGF found in the syncytiotrophoblast layer. We observed that their 
expression is up-regulated by hypoxia, that EG-VEGF controls trophoblast invasion and 
placental angiogenesis, and that its circulating levels are significantly higher in PE patients 
(Brouillet et al. 2010, Hoffmann et al. 2006, 2007, Hoffmann et al. 2009). 
 The specificity and the magnitude of EG-VEGF expression in the placenta, its similarity of 
action with VEGF, its action on placental angiogenesis, its up-regulation by hypoxia and 
dysregulation in PE, suggested to us that this new factor might play an important role in 
placental development during the first trimester of pregnancy and that its expression might 
also be dysregulated in IUGR pregnancies. Here we determined the direct role of EG-VEGF 
on placental development during the first trimester of pregnancy by demonstrating its effect 
on trophoblast proliferation, survival, differentiation, and vascular development. Furthermore, 
we investigated its circulating levels in IUGR and age-matched control pregnant women and 
compared its levels of expression and those of its receptors PROKR1 and PROKR2 in normal 
and IUGR placentas.  
 
  






Collection and processing of human placentas were approved by the local university hospital 
ethical committee, and collection was performed according to the Grenoble Hospital and 
University Joseph Fourier code of practice. Informed patient consent was obtained in all 
cases. First trimester human placentas from 7 to 10 weeks of gestation were obtained from 
elective terminations of pregnancies. Human term placentas were obtained from 
uncomplicated or IUGR pregnancies after elective caesarean section delivery between 30 and 
36 wk of gestation. Shortly after collection, the tissue was snap-frozen in dry ice and stored at 
-80°C (for protein and RNA extraction), or placed in ice-cold Hanks’ balanced salt solution 
(Ca2+, Mg2+ HBSS) and transported to the laboratory for in vitro primary cultures. A total of 
15 placentas from 7 to 10 wk of gestation were used for primary culture, and a total of 24 
placentas were used for protein and mRNA analysis. 
Blood sample collection 
Analysis of circulating EG-VEGF levels in IUGR versus age-matched control pregnant 
women was performed using a bank of sera that has been collected at Hospital Poissy-Saint 
Germain. All patients received informed consent and the study was approved by the local 
ethics committee. From this study, we were able to collect 11 sera samples of IUGR patients 
and 11 sera samples from healthy pregnant women. 
EG-VEGF ELISA 
EG-VEGF was measured by ELISA (PeproTech, France) in conditioned media from IUGR or 
normal patients. Two separated standard curves were constructed to allow accurate readings 
of samples at upper and lower ranges of the assay. All samples were in the linear range of the 
standard curves. The detection limit of the assay was 16 pg/mL. 
Cell culture 
Isolation and treatment of trophoblasts 
Placental cytotrophoblasts were isolated from first-trimester human placentas (7–10 wk of 
gestation, n = 8) and cultured as previously described (Hoffmann et al. 2006). Trophoblasts 
were seeded at a density of 106 cells/ml in DMEM supplemented with 2 mM glutamine, 10% 
fetal bovine serum, 25 mM HEPES, 100 IU penicillin, and 10 µg/ml streptomycin. 
Approximately 4–5 x 106 cells were obtained per gram of chorionic villi. The dispersed 
trophoblasts were cultured for 24 h at 37°C in 5% CO2-95% air to allow attachment. Purity of 
the cell preparation was assessed at the end of the experiment by immunofluorescent staining 
for cytokeratin, an epithelial cell lineage marker (Dako), or vimentin, a mesenchymal cell 
lineage marker (Dako). After 48 h of culture, both mononucleated cytotrophoblasts and 
aggregates of placental trophoblasts forming syncytial clumps were observed. 95 ± 5% of the 
cultured cells were cytokeratin positive and vimentin negative, suggesting the presence of a 
majority of cytrophoblasts and a minority of fibroblasts or decidual cells. Cell viability, 
assessed by Trypan blue exclusion, was more than 95% before and after incubation. 
Human villous explant cultures and EG-VEGF treatment 
Villous explants cultures were established from first trimester human placentas (7-10 wk of 
gestation, n=7). Small fragments of placental villi (15-20 mg wet weight) were dissected 
under a binocular microscope and placed into 48-well plates precoated with 150µL diluted 
Matrigel (matrigel/DMEM-F12) (Becton-Dickinson, le Pont de Claix, France) per well that 
was allowed to polymerize at 37°C for 30 min. Explants were cultured in DMEM-Ham’s F-12 
(DMEM/F12 1/1; Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented with 100µg/mL 
streptomycin, 100 U/mL penicillin, and 0.25 µg/mL ascorbic acid, pH 7.4. After 24h of 
culture, the medium was changed and explants were incubated in the absence or presence of 
25–100 ng/ml (2.5–10 nM) recombinant human EG-VEGF (Tebu, Le Perray-en-Yvelines, 
France).. Villous explants were kept in culture for 24h. Explants from a single placenta were 
used in triplicate for each time point of treatment. For statistical analysis, the (n) value 
represents the number of placentas (not explants).  
Assessment of EG-VEGF effect on trophoblast proliferation 
The effect of EG-VEGF was assessed on primary cytotrophoblasts and on placental explants 
using [3H] thymidine incorporation and Ki67 staining, respectively. Recombinant human EG-
VEGF (Tebu, Le Perray-en-Yvelines, France) was used at 25–100 ng/ml. The choice of these 
concentrations was based on the IC50 of EG-VEGF for its receptors (Lin et al. 2002, 
Maldonado-Perez et al. 2007). Cells were placed in 48-well plates (7 x 104 cell/well) and 
cultured overnight (37°C, 5% CO2). The cells were serum-starved for 24 h and then incubated 
for 24 h in serum-free media containing 25–100 ng/ml EG-VEGF and 0.5 µCi/ml 
[3H]thymidine (Amersham, Les Ulis, France). At the end of the incubation,  cells were 
washed with HBSS and treated with 2 ml/well ice-cold 10% trichloroacetic acid for 20 min at 
RT. After washing, 0.4 ml of 0.1 M NaOH and 0.1% SDS was added; the lysates were 
transferred into vials containing scintillation liquid and counted in a β counter. For Ki67 
staining the placental explant were incubated for 24 h in serum-free media containing 10–100 
ng/ml EG-VEGF, fixed in paraformaldehyde for 20 min, and then stained for Ki67 antibody 
(Dako). 
siRNA silencing of PROKR1 protein in primary cytotrophoblast cells  
Primary cytotrophoblast cells were transfected with siRNA (50 nM final concentration) 
targeting human PROKR1 sequence using Siport as transfecting agent (Ambion, France). A 
non relevant siRNA was used in order to control the specificity of siRNA effect. Proteins and 
RNAs were extracted 48 h hours after siRNA transfection. All siRNAs were purchased from 
Ambion (France). 
Assessment of EG-VEGF effect on trophoblast survival  
Apoptosis was detected on paraffin sections by ApopTag labeling of fragmented DNA (KIT 
QIA33, Calbiochem, France), according to the manufacturer’s instructions. In short, paraffin- 
embedded sections were deparaffinized, pretreated with proteinase K, rinsed and quenched in 
1% H2O2. Samples were then incubated with terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT), in 
the presence of nucleotides. (TdT catalyzes a template-independent addition of nucleotide 
triphosphates to the 3’-OH ends of double- or single-stranded DNA, and forms an oligomer 
composed of digoxigenin. The slides were then incubated with stop-wash buffer, incubated 
with anti-dioxigenin peroxidase complex, rinsed and stained with chromogen. Sections were 
counterstained with Mayers hematoxylin. A dark brown signal indicates positive staining 
while blue-green to greenish colour signifies a nonreactive cell.  
Immunohistochemistry 
Placental tissues of 30-36 wg (n=12) IUGR and age-matched controls (n=12) were collected 
and fixed for 24 hrs at 4°C in 4% (v/v) PFA, embedded in paraffin and processed as 
previously described (Hoffmann et al. 2006). Immunoreactive PROKR1 and PROKR2 were 
detected using in house rabbit polyclonal antibodies, CD31 and Ki67 staining were detected 
using commercial antibodies ( Dako, France). For immunohistochemical detection, anti-
PROKR1 and anti-PROKR2 antibodies were incubated with the tissue sections for 18 hrs at 
4°C and used at final concentrations of 0.56 µg/ml and 0.72 µg/ml, respectively. Control 
sections were treated with anti-PROKR1 and anti-PROKR2 antibodies that had been pre-
absorbed overnight at 4°C with the appropriate pre-immune serum.  
Western blotting analysis 
Frozen placental samples from IUGR (30-36 wg ; n=11), from age-matched controls (n=11), 
and from cytotrophoblast cells were homogenized in RIPA lysis buffer (50 mM Tris-HCl [pH 
7.5], 150 mM NaCl, 1% sodium deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sulphate, 1% Triton X-
100, 1 mM PMSF, 5µg/ml leupeptin and 5 µg/ml aprotinin) and processed as previously 
described (Hoffmann et al. 2006). Protein extracts were electrophoretically separated on 0.1% 
sodium dodecyl sulphate–12% polyacrylamide gels and electrically transferred onto 0.45 µm 
nitrocellulose membranes. The membranes corresponding to  tissue samples were blotted with 
rabbit antibodies against PROKR1, PROKR2, both used at a final concentration of 0.84 
µg/ml, and with anti-CD31 antibodies. Membranes corresponding to cell extracts were blotted 
with anti-AKT and anti-phospho-AKT antibodies (Cell Signalling, France). To standardize 
for sample loading, the blots were stripped and re-probed with an anti-Gβ antibody 
(Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA). 
RNA isolation  
Total RNA was extracted from IUGR and normal placental tissue using the Trizol reagent 
(Invitrogen, USA) according to the manufacturer's instructions. To remove any genomic DNA 
contamination, total RNA was treated with RNAse-free DNAse I treatment (Qiagen). Total 
RNA concentration was carefully determined by measuring A260 in a total volume of 2 µL 
using Nanodrop. A260/A280 was also determined for each sample, and the values ranged 
between 1.80 and 1.90. Reverse transcription was performed on 1 µg total RNA with 
Superscript II-RNase H reverse transcriptase (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) under 
conditions recommended by the manufacturer. Real-time PCR was performed using specific 
primers listed in supplemental table 1.  
Real-time PCR analysis 
PROKR1, PROKR2, βhCG, ST1, ST2 and GAPDH mRNA expression was quantified by 
real-time RT-PCR using a Biorad CFX96 apparatus and GoTaq® qPCR Master Mix 
(Promega, Charbonnières Les Bains, France). The PCR was performed using the primers 
shown in Table 1. For negative controls, we used a complete DNA amplification mix in which 
the target cDNA template was replaced by water. PCR conditions were: step 1, 94 C for 10 
min; step 2, 45 cycles consisting of 95 C for 15 sec, temperature indicated in Table 1 for 5 
sec, and 72 C for 10 sec. The results were normalized to GAPDH mRNA expression levels. 
To assess linearity and efficiency of PCR amplification, standard curves for all transcripts 
were generated by using serial dilutions of cDNAs. For standard-curve generation, we used 
cDNAs from human placenta or untreated trophoblast cells. A melt curve analysis was carried 




TABLE 1. Primers used for real-time (RT) PCR 
 
Gene Forward primer (5’–3’) Reverse primer (5’–3’) 
Temperature 
(C) 
PROKR1 GTCCTCGTCATTGTCAAGAGCC AAACACGGTGGGGAAGAAGTCG 60 
PROKR2 CATCCCATCGCCTTACTTTGC CTTTTCCTTCACGAACACAGTGG 60 
βhCG TACTGCCCCACCATGACC GGACTCGAAGCGCACATC 60 
ST1 CGGACATCCAAAGTGATACATCT TGATGTATCCAAGACTCCACTCCA 60 
ST2 GCCTGCAAATAGTCTTCTTT ATAGGGGCTATTCCCATTAG 60 
GAPDH ACCCAGAAGACTGTGGATGG TTCTAGACGGCAGGTCAGGT 60 
 
Desmoplakin Immunofluorescence  
To detect desmoplakin, cultured trophoblast cells were rinsed with PBS, fixed and 
permeabilized in methanol at –20°C for 25 minutes. A monoclonal anti-desmoplakin antibody 
(Abcam, France) was then applied, followed by fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated 
goat anti-mouse immunoglobulin (Jackson Immunoresearch Laboratories, Wet Grove, PA), as 
previously described (Alsat et al., 1996; Frendo et al., 2000b). After washing, samples were 
mounted in medium with 4′,6-diamidino-2- phenylindole (DAPI) for nuclear staining (Vector 
laboratories, France). 
Statistical analysis 
All data are expressed as mean +/- SE. Statistical comparisons were made using one-way 
ANOVA test and Student’s t test. Calculations were performed using SigmaStat (Jandel 
Scientific Software, San Rafael,CA). 
 








EG-VEGF effect on Cytotrophoblast Proliferation 
In a previous report from our group (Brouillet et al. 2010), we have shown that EG-VEGF 
increases the proliferation of human placental microvascular endothelial cells (HPECs). Here, 
we investigated the effect of EG-VEGF on the proliferation of cytotrophoblast (CT) cells 
using both primary isolated trophoblast cells and placental explants. Fig. 1A shows the effect 
of EG-VEGF on the proliferation of CT using [3H] thymidine incorporation in cytotrophoblast 
cells. EG-VEGF significantly increased CT proliferation in a dose-dependent manner. As CT 
cells are known to preferentially express the PROKR1 receptor, we asked whether PROKR1 
mediates these proliferative effects of EG-VEGF using the siRNA strategy to silence its 
expression. Fig. 1B shows that PROKR1 siRNA suppressed the EG-VEGF effect, thereby 
confirming its direct involvement. It is well documented that the mitogenic effects of EG-
VEGF involve the induction of p42/44MAPK phosphorylation (Kisliouk et al. 2003). We 
examined whether EG-VEGF activates this signaling pathway in primary cytotrophoblast 
cells. Fig. 1C shows a representative Western blot analysis of phospho-MAPKs upon EG-
VEGF treatment. Strong phosphorylation of p42/44 MAPKs protein was observed in response 
to EG-VEGF after only 10 min of incubation. 
To confirm the effect of EG-VEGF on CT proliferation, we used the organotypic model of 
placental explants. It was particularly relevant to study EG-VEGF effects on trophoblast 
proliferation in an organotypic system in which villous tissue architecture is maintained. This 
is the case for ex vivo cultures of placental villous explants on Matrigel gels. We determined 
the proliferative effects of EG-VEGF by Ki67 immunostaining in explants collected at 10wg.  
Fig. 2A shows representative sections of placental explants that have been incubated in the 
absence or the presence of EG-VEGF (50 ng/ml) for 24h and immunostained for Ki67. There 
was a significant increase in the number of Ki67positive cytotrophoblasts both in chorionic 
villi (B) and in placental columns (D). The quantification of three independent experiments 
determined a 2- to 4-fold increase in the proliferation index in each site under EG-VEGF 
treatment (fig. 2B). Altogether these data suggest that EG-VEGF behaves as a new 
trophoblastic growth factor in the placental villi during the first trimester of pregnancy. 
 
 
EG-VEGF controls the survival of placental villi  
To get more insight into the role of EG-VEGF in placental villi growth, we investigated its 
potential effect on cell survival upon 48h-long serum starvation of the organotypic cultures.  
First, we performed TUNEL staining of placental villi that have been incubated in the absence 
or presence of EG-VEGF (10- 50 ng/ml) for 24h. TUNEL staining was used to detect 
apoptotic cells. Under control conditions, serum starvation increased TUNEL staining (brown 
staining) suggesting increased apoptosis in the placental villi under these conditions. The 
treatment of the explants with EG-VEGF reversed this phenomenon (Fig. 3A). These results 
suggest that EG-VEGF may act as a survival factor for the placental villi during first trimester 
of pregnancy. As the pro-survival effects of EG-VEGF on other cell types imply the 
activation of the PI3K/AKT pathway (Kisliouk et al. 2003), we examined whether EG-VEGF 
did so in primary placental explants. Fig. 3B shows a representative Western blot analysis of 
AKT phosphorylation upon EG-VEGF treatment. Strong phosphorylation of AKT protein in 
response to EG-VEGF was observed within 2 min. Quantification of three independent 
western blotting experiments is shown in Fig. 3C. 
 
EG-VEGF effect on trophoblast syncytialisation 
Placental trophoblast differentiation is an important phenomenon for normal placental 
development. Under physiological conditions, cytotrophoblasts differentiate and fuse to form 
the multinucleated epithelium known as the syncytiotrophoblast, site of numerous placental 
functions. The fusogenic membrane glycoproteins: syncytin-1 and syncytin-2 (respectively 
encoded by the retroviral envelop genes HERV-W and FRD) are critical to this process 
(Blaise et al. 2003, Frendo et al. 2003, Potgens et al. 2002). Trophoblast differentiation also 
enhances the secretion of two hormones, human chorionic gonadotrophin (hCG) and placental 
lactogen (Kliman et al. 1986, Morrish et al. 1998, Shi et al. 1993). Production of hCG by the 
syncytiotrophoblast is a biological marker of trophoblast differentiation (Shi et al. 1993). 
Here, we assessed the effect of EG-VEGF on cytotrophoblast syncytialisation by measuring 
syncytin-1, syncytin-2 and β-hCG mRNA expressions in trophoblastic cells after 24h 
exposure to 50 ng/mL of EG-VEGF (Fig. 4A). No significant effect of EG-VEGF was 
observed on the expression of these mRNAs. A range of EG-VEGF concentration (10-100 
ng/mL) and time exposure (24h; 48h;72h and 120h) were tested but no condition showed any 
effect of EG-VEGF on trophoblast differentiation (data not shown). However, the same cells 
responded positively to forskolin (50 µM) for trophoblast syncytialization after 24h (Fig. 4B), 
48h and 72 h (data not shown). Syncytialization can also be followed morphologically using 
intercellular junctions markers such as desmoplakin to identify mononuclear and multinuclear 
cell boundaries and morphology (Douglas and King 1990). Quantification of nuclei within 
desmoplakin boundaries following 24h treatment with EG-VEGF did not show any effect on 
syncytialization (Fig. 4C), confirming the absence of EG-VEGF effects on cytotrophoblast 
differentiation towards syncytium formation.  Fig. 4D is a quantification of the number of 
syncytia formed in the absence or presence of EG-VEGF as determined in 40 fields per 
condition.  
 
EG-VEGF increases placental vascularization  
 Because the vascular system within the placental villi drives its growth and development 
during the first trimester of pregnancy, we wondered whether EG-VEGF also affected this 
aspect of placental growth. Fig. 5A shows placental explants that have been incubated in the 
absence or presence of 50 ng/ml EG-VEGF and stained for CD31, a marker of endothelial 
cells. EG-VEGF treatment significantly increased CD31 staining, suggesting an increase in 
the number of blood vessel formed. Fig. 5B confirmed this increase in a Western blot analysis 
showing a dose-dependent increase in CD31 expression under EG-VEGF treatment. Fig. 5C 
shows a quantification of three independent Western blot analyses.  
 
Levels of carbonic anhydrase, an endogenous hypoxia marker, in normal and IUGR 
pregnancies 
We then hypothesized that EG-VEGF might be dysregulated in placental pathologies 
associated with growth and vascularization defects, such as IUGR. Hence, we investigated its 
expression and that of its receptors PROKR1 and PROKR2 in a bank of sera and placental 
tissues collected from normal and IUGR patients during the third trimester of pregnancy.  
Hypoxia has been demonstrated to contribute to the development of IUGR (Tapanainen et al. 
1994) (Tanaka et al. 1994). In the bank of tissues collected for this study, we first wanted to 
confirm that IUGR placentas were hypoxic. Fig. 6A shows two representative control and two 
representative IUGR sections collected at 30 and 35 wg and stained for carbonic anhydrase IX 
(CA IX), a sensitive marker of hypoxic tissues. As expected, the level of CA IX protein was 
up-regulated in IUGR chorionic villi as compared to the control. Quantification of Western 
blot analyses of 7 controls and 7 IUGR matched for their gestational age showed a significant 
increase in the expression of CA IX in IUGR tissues (Fig. 6B and Fig. 6C). 
  
EG-VEGF circulating levels and placental expression are increased in IUGR pregnancies 
The combination of our previous data showing that EG-VEGF is abundantly expressed in 
human placenta during the first trimester of pregnancy (Hoffmann et al. 2006), that EG-VEGF 
decreases EVT invasion (Hoffmann et al. 2009) and that its expression is up-regulated by 
hypoxia (Hoffmann et al. 2006) suggested to us that EG-VEGF and PROKRs expression 
might be altered in IUGR pregnancies. We therefore compared EG-VEGF circulating levels 
in normal and IUGR patients during the third trimester of pregnancy. Fig. 7A shows that EG-
VEGF levels were significantly higher in the IUGR group as compared to the control group (P 
<0.05). This value increased almost two-fold in IUGR patients. Fig. 7B shows two 
representative controls and two representative IUGR sections collected at 30 and 35 wg and 
stained for EG-VEGF. EG-VEGF protein expression was significantly increased in IUGR 
placentas and was mostly localised to the syncytiotrophoblast layer, its site of  production.   
 
PROKR1 and PROKR2 in normal and IUGR pregnancies 
As EG-VEGF acts via its two receptors PROKR1 and PROKR2, we wondered whether these 
receptors were also disregulated in IUGR placentas. Both mRNA and protein assessments 
were performed using placental tissues collected between 30 and 35 wg; Fig. 8A shows  
placental tissue mRNA expression of PROKR1 and PROKR2 using quantitative Real-time 
PCR analysis. Both PROKR1 and PROKR2 mRNA levels were significantly increased in the 
IUGR placentas (P< 0.001). Fig. 9A shows representative photographs of PROKR1 and 
PROKR2 protein expression in control and IUGR placentas. For both receptors an increase in 
the intensity of the staining was observed. These results were confirmed by Western blotting 










The present work demonstrated the direct involvement of EG-VEGF in the growth of the 
placental villi during the first trimester of pregnancy and brought evidences of its 
dysregulation and in that of its receptors in the major placental pathology, IUGR. Hence, we 
propose that EG-VEGF is a new placental growth factor that should be ranked among the well 
described placental actors of these processes. These statements are based on three main 
observations. First, is the demonstration that EG-VEGF increased the proliferation of villi and 
anchoring cytrophoblast cells, without affecting their differentiation toward the formation of 
sycytium. These results are of great interest in term of physiological perspective as this 
specific effect on cytotrophoblast cells is mandatory for the continuous growth of the villi in a 
hypoxic environment during the first trimester of pregnancy. By increasing the proliferation 
of anchoring cytotrophoblast cells, EG-VEGF participates to the formation of trophoblast 
plugs that are well described to protect the growing villi, and therefore the embryo from 
harmful high oxygen levels for which he is not equipped at that gestational age. The absence 
of effect of EG-VEGF on syncytium formation is also an important aspect that support a 
differential effect of the EG-VEGF on the growth but not the differentiation of 
cytotrophoblast cells, a process that is well described during this period of gestation. Second, 
is the demonstration that EG-VEGF is a survival factor for the placental villi under stressful 
conditions. This result was observed upon serum starvation of explants villi in vitro, but 
clearly reflects what could happen when the placenta is subjected to diverse stressors such as 
those found in IUGR environment. The increase in EG-VEGF and its receptors levels we 
demonstrated in IUGR patients is a confirmation of this speculation and suggest that the EG-
VEGF/ PROKR1 and PROKR2 might well be a compensatory system for placental 
development under stressful conditions. Third, is the demonstration that EG-VEGF increased 
the vascularisation of the placental villi, that was reflected by an increase in CD31 expression. 
This result further supports an involvement of this factor in the development of the villi 
during the first trimester of pregnancy, a process that is major for the establishment of the 
fetomaternal exchanges. The effect of EG-VEGF on CD31 expression is consistent with our 
previous finding showing EG-VEGF effects on microvascular angiogenesis in human 
placenta (Brouillet et al. 2010). In the context of the IUGR pathology the increase in EG-
VEGF and receptors observed in this study further supports the hypothesis that this system 
could be a compensatory mechanism in response to vascularisation defects associated to 
IUGR placentas. In fact, studies by Chen and coworkers showed a significant decrease in villi 
vascular density within the IUGR placentas, suggesting a decrease in branching angiogenesis 
during this disease (Chen et al. 2002). One can therefore speculate that EG-VEGF is increased 
in response to failure in the vascular system development in IUGR.    
Speculations about EG-VEGF and receptors as compensatory actors in case of placental 
development defects are to take with precaution as another explanation for the elevation of 
EG-VEGF and receptors system could be drawn in respect to the control of EVT invasion by 
EG-VEGF during the first trimester of pregnancy. In fact, we have previously demonstrated 
that EG-VEGF is a negative regulator of EVT migration and invasion, two crucial processes 
in spiral arteries remodelling (Hoffmann et al. 2009). On can therefore speculate that a 
sustained expression of EG-VEGF over the first trimester of pregnancy, in response to 
external stimuli; might contribute to failure in EVT invasion. A defect that is known to be a 
major cause for the development of uteroplacental hypoxia, a central phenomenon to most 
IUGR pregnancies (Khong et al. 1986, Zhou et al. 1997). Furtheromore, it is well known that 
an association exits between hypoxia, decreased placental size, and the development of IUGR 
(Tapanainen et al. 1994). Given the correlation between the pattern of EG-VEGF and 
PROKR1 expression within the hypoxic period of placental development and knowing that 
failure in placental angiogenesis is thought to contribute to IUGR development, one can 
speculate on the potential implication of this factor and/or its receptors in the development of 
this pathology. However, only a prospective study examining the expression of EG-VEGF 
and/or receptors during the first trimester of pregnancy in women who go on to develop IUGR 
will allow to determine whether elevated expression of this factor in third trimester of IUGR 
pregnancies is a cause or a consequence of the pathology. 
Here, we appended to EG-VEGF functions, mostly reported by our group in the placenta, a 
new role directly related to placental growth and development. Interestingly, recent finding 
from our team further support the proposal that EG-VEGF is not an independent actor in the 
villi and that its profile of secretion is most likely under a fine regulation by strong placental 
stimuli. In fact, we have reported that EG-VEGF and receptors are up regulated by hypoxia 
and by hCG (human chorionic gonadotropin), two key actors of normal placental 
development and which dyregulation is established in pregnancy pathologies. 
Altogether, our results show that EG-VEGF can be considered as a novel growth factor in the 
placenta via its stimulatory effects on proliferation and survival of cytotrophoblastic cells, its 
inhibition of EVT invasion and migration (Hoffmann et al. 2009), and via its angiogenic 
effect on placental endothelial cells (Brouillet et al. 2010). Further studies are however 
required to determine whether its dysregulation is a cause or consequence of IUGR pathology. 
 
ACKNOWLEDGMENTS 
We thank the staff of the Department of Gynecology/Obstetrics (Pr. F; Sergent) at the University Hospital of 
Grenoble for giving us access to human placentas. We acknowledge the following sources of funding: INSERM 
(U1036), University Joseph Fourier, Commissariat à l’Energie Atomique (DSV/iRTSV/BCI), the Région Rhône-
Alpes (CIBLE-2008). S.B. was supported by doctoral scholarships from the French Ministry of Education and 







Figure 1. EG-VEGF stimulates cytotrophoblast proliferation via PROKR1. Fig. 1A 
shows the levels of [3H]Thymidine incorporation into serum-deprived cytotrophoblast cells, 
in the absence (white bar) or presence of EG-VEGF at indicated concentrations (black bars) 
(* p<0.05, ** p<0.01 versus control). Data represent the mean ± SEM of triplicate 
determinations from three independent experiments. Fig. 1B shows the levels of 
[3H]Thymidine incorporation into serum-deprived cytotrophoblast cells that have been 
transfected with scramble siRNA or PROKR1 siRNA (0, 10, 25, 50 nM) and subsequently 
treated with EG-VEGF (* p<0.05 versus control). Data represent the mean ± SEM of 
triplicate determinations from three independent experiments. Fig. 1C shows a representative 
Western blot of phospho-MAPK after treatment of cytotrophoblast cells with 50 ng/mL of 
EG-VEGF. Standardization of the protein signals was done with antibodies against MAPK.  
 
Figure 2. EG-VEGF increases the proliferation of villous and anchoring cytrophoblast 
cells in placental explants. Fig. 2A shows Ki-67 staining of placental explants treated or not 
with 50 ng/mL EG-VEGF. Photographs in A and C show Ki67 staining in control placental 
villi and a placental column, respectively. Photographs in B and D show the same staining 
after EG-VEGF treatment. Fig. 2B shows percentage of Ki67 positive cytotrophoblast cells 
quantified in three independent experiments. Data represent the mean ± SEM of triplicate  
(* p<0.05 versus control). 
 
Figure 3. EG-VEGF effect on apoptosis in placental villi. Fig. 3A shows representative 
photographs of TUNEL staining (in brown) in placental explants that have been treated or not 
with EG-VEGF. First-trimester placental explants were treated for 24 h with EG-VEGF and 
then fixed in 4% buffered formaldehyde, paraffin embedded, and processed for TUNEL 
staining. Fig. 3B shows a representative Western blot of AKT phosphorylation after treatment 
with 50 ng/mL of EG-VEGF. Standardization of the protein signals was done with antibodies 
against AKT. Quantification of the intensity of the bands is illustrated in Fig. 3C. Data 
represent the mean ± SEM of triplicate determinations (* p<0.05 versus control). 
 
Figure 4. EG-VEGF effect on cytotrophoblast syncytialisation. Fig. 4A shows quantitative 
RT-PCR analysis of syncytin-1, syncytin-2, and β-hCG mRNA levels after 24h exposure to 
EG-VEGF. Fig. 4B shows effect of forskolin (50µM) on primary trophoblast syncytialisation 
(positive control). Fig. 4C shows syncytial fusion of primary trophoblasts in the absence or 
presence of EG-VEGF, using desmoplakin staining. Desmoplakin boundaries are stained in 
green and nuclei in blue. Fig. 4D shows a quantification of the number of syncytia formed per 
field. Data represent the mean ± SEM of triplicate determinations (* p<0.05 versus control). 
 
Figure 5. EG-VEGF effect on the vascularisation of first trimester placental villi. Fig. 5A 
shows representative photographs of CD31 staining (in brown) in placental explants that have 
been treated or not with EG-VEGF. Fig. 5B shows a representative Western blot for CD31 
protein after treatment of placental explants with 10-25-50 and 100 ng/ml of EG-VEGF. 
Standardization of the protein signals was done with antibodies against β-actin. Quantification 
of the intensity of the bands is illustrated in Fig. 5C. Data represent the mean ± SEM of 
triplicate determinations (* p<0.05 versus control). 
 
Figure 6. Carboxic anydrase (CA9) expression in IUGR vs control placentas. Fig. 6A 
shows representative photographs of CA9 staining (brown) in control and IUGR placentas at 
30 and 35 weeks of gestation. Fig. 6B shows a representative western blot of CA9 expression 
in control and IUGR. Standardization of the protein signals was done with antibodies against 
beta actin. Quantification of the intensity of the bands is illustrated in Fig. 6C. Data represent 
the mean ± SEM of triplicate (* p<0.05 versus control). 
 
Figure 7. EG-VEGF expression is up-regulated in IUGR pregnancies in the third 
trimester. Fig. 7A shows EG-VEGF serum levels in normal and IUGR pregnant women (30-
36 WG). 11 serum samples from normal and 11 serum samples from IUGR pregnancies were 
analysed. EG-VEGF levels were measured by ELISA. (* p<0.05). Fig. 7B shows chorionic 
villi sections immunostained with anti-EG-VEGF antibody. Villous cytotrophoblasts and 
syncytiotrophoblasts were positively stained. A strong immunostaining of EG-VEGF was 
observed in IUGR chorionic villi. 
 
Figure 8. PROKR1 and PROKR2 mRNA expression in placental tissue from normal 
and IUGR pregnancies in the third trimester. Fig. 8A shows a quantification of PROKR1 
mRNA levels expression in placental tissues from normal and IUGR pregnancies. 15 normal 
and 15 IUGR placentas were analysed (*** p<0.001). Fig. 8B shows a quantification of 
PROKR2 mRNA levels expression in placental tissues from normal and IUGR pregnancies in 
the third trimester. 15 normal and 15 IUGR placentas were analysed (*** p< 0.001). 
 
Figure 9. PROKR1 and PROKR2 protein expression in placental tissue from normal 
and IUGR pregnancies in the third trimester. Fig. 9A shows representative photographs of 
PROKR1 and PROKR2 stainings in control and IUGR placentas Fig. 9B shows 
representative western blots of PROKR1 and PROKR2 expression in control and IUGR. 
Standardization of the protein signals was done with antibodies against beta actin. 
Quantification of the intensity of the bands is illustrated in Fig. 9C. Data represent the mean ± 
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3.2  Discussion de la troisième publication 
Dans cet article, nous avons caractérisé l’effet d’EG-VEGF sur la prolifération, la survie et la 
différenciation des trophoblastes en culture primaire. Nous avons dans un deuxième temps 
déterminé les niveaux circulants, ainsi que l’expression d’EG-VEGF et de ses récepteurs dans 
les grossesses RCIU de troisième trimestre. 
 A. Bref résumé des résultats 
a) Effet d’EG-VEGF sur les trophoblastes 
A travers nos expériences, nous avons pu compléter les rôles d’EG-VEGF dans la 
placentation physiologique, et ainsi démontrer qu’il était un facteur de croissance de la 
villosité placentaire. En effet, nous avons déterminé qu’EG-VEGF était un stimulant de la 
prolifération trophoblastique via son récepteur PROKR1, et qu’il avait un effet significatif sur 
la survie des trophoblastes. Par contre, aucun effet n’a été caractérisé sur la différenciation des 
cytotrophoblastes en syncytiotrophoblastes, ce qui semble démontrer que ce facteur 
n’intervient pas dans ce processus de différenciation trophoblastique. Dans des publications 
antérieures du laboratoire, nous avions démontré qu’EG-VEGF inhibait l’invasion des 
trophoblastes extravilleux, et stimulait l’angiogenèse des cellules endothéliales 
microvasculaires placentaires. L’ensemble de nos données montre qu’EG-VEGF joue un rôle 
important dans le développement du placenta en agissant sur différents types cellulaires 
placentaires (voir la partie « discussion » pour plus de détails).  
b) Expression d’EG-VEGF et des PROKRs dans les grossesses 
RCIU 
Nous avons démontré que les taux circulants d’EG-VEGF étaient significativement 
augmentés dans les sera de patients RCIU au 3ème trimestre de la grossesse. De plus, une 
surexpression importante des ARNm et des protéines de PROKR1 et PROKR2 a été 
démontrée dans les placentas de ces grossesses pathologiques.  
c) Conclusion 
EG-VEGF est un facteur important pour la croissance trophoblastique. L’expression du 
système  EG-VEGF/PROKRs est fortement augmentée dans les grossesses RCIU au 3ème 
trimestre de la grossesse. 
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 B. Discussion des résultats 
a) Rôle différentiel d’EG-VEGF sur les trophoblastes villeux et 
extravilleux 
EG-VEGF possède des rôles opposés sur les TEV et les trophoblastes villeux (TV). En effet, 
il inhibe fortement la prolifération (données non publiées), la migration et la formation de 
réseaux pseudo-vasculaires via PROKR2, ainsi que l’invasion par les trophoblastes 
extravilleux (Hoffmann et al. 2009). En revanche, il augmente significativement la 
prolifération (via PROKR1), et la survie des trophoblastes villeux. Une explication possible 
pourrait être le niveau différentiel des récepteurs PROKR1 et PROKR2 dans ces deux types 
cellulaires. En effet, les TEV expriment très majoritairement PROKR2 (Hoffmann et al. 
2009), alors que les TV expriment presque exclusivement PROKR1 (Hoffmann et al. 2006). 
Des données récentes de la littérature attribuent des effets spécifiques à chacun des récepteurs 
d’EG-VEGF, avec en particulier une implication de PROKR1 dans les effets stimulants 
d’EG-VEGF sur la prolifération, la survie et l’angiogenèse (Urayama et al. 2007, Urayama et 
al. 2008). L’expression préférentielle de PROKR1 par les TV pourrait expliquer, au moins en 
partie, les effets positifs d’EG-VEGF sur la prolifération et la survie, processus qui sont 
fortement inhibés dans les TEV, qui expriment majoritairement PROKR2. Des répertoires de 
protéines G ou des voies de signalisation spécifiques à ces deux types cellulaires peuvent 
également participer aux effets particuliers des PROKRs, qui sont deux RCPG. De 
nombreuses expériences complémentaires sont à réaliser pour comprendre l’effet opposé 
d’EG-VEGF sur les TEV et les TV. 
b) Facteur(s) responsable(s) de l’augmentation d’EG-VEGF dans 
les grossesses RCIU  
L’augmentation d’EG-VEGF dans les sera de patientes RCIU soulèvent la question des 
facteurs responsables de cette dérégulation, et de leur mécanisme. Plusieurs explications non 
exclusives sont envisageables. Tout d’abord, l’hypoxie placentaire, qui est un facteur associé 
aux grossesses RCIU (Tapanainen et al. 1994), pourrait contribuer à l’augmentation d’EG-
VEGF et des PROKRs, décrites comme induites par ce facteur, et possédant des éléments de 
réponse à l’hypoxie dans leur séquence promotrice (Hoffmann et al. 2006, LeCouter et al. 
2001). Une autre explication possible serait une augmentation de sécrétion d’EG-VEGF par 
les placentas RCIU. EG-VEGF est produit très majoritairement par les syncytiotrophoblastes 
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(Hoffmann et al. 2006). De ce fait, sa surexpression au 3ème trimestre dans les grossesses 
RCIU suggère une possible augmentation de la différenciation trophoblastique dans cette 
pathologie. Des données de la littérature confirment cette hypothèse. Elles démontrent la 
baisse des cytotrophoblastes prolifératifs dans les grossesses RCIU, et la différenciation 
accrue de cytotrophoblastes prolifératifs prématures en syncytiotrophoblastes (Fitzgerald et al. 
2011, Newhouse et al. 2007). Ces différences sont suggérées comme étant à l’origine de 
l’augmentation de l’expression sérique de marqueurs de la couche syncytiale (Fitzgerald et al. 
2011), ce qui est complètement extrapolable pour EG-VEGF. En revanche, l’augmentation 
rapportée de l’apoptose trophoblastique dans les grossesses RCIU (Ishihara et al. 2002, Levy 
and Nelson 2000, Smith et al. 1997), et en particulier des syncytiotrophoblastes, pourrait être 
responsable de la diminution rapportée de l’aire syncytiotrophoblastique dans les grossesses 
RCIU (Arroyo and Winn 2008, Mayhew et al. 2003). De nombreuses expériences 
complémentaires sont nécessaires à l’amélioration de la compréhension des mécanismes qui 
mènent à la dérégulation d’EG-VEGF et de ses récepteurs dans les grossesses RCIU. 
c) Augmentation d’EG-VEGF : cause ou conséquence du RCIU ? 
L’augmentation d’EG-VEGF et de ses récepteurs dans les placentas issus de grossesses RCIU 
ne concernent ici que le 3ème trimestre. Ces résultats doivent être considérés avec beaucoup de 
retenue vis-à-vis de l’extrapolation des taux de ce facteur et de ses récepteurs au 1er trimestre 
dans des grossesses RCIU. En effet, plusieurs facteurs décrits comme augmentés au 2ème et 
3ème trimestre, ont été inversement décrits comme inhibés au 1er trimestre de grossesse ; 
inhibition et augmentation étant significativement associées au RCIU respectivement. Par 
exemple, pour la PPAP-A et la β-hCG libre, plusieurs équipes ont montré que leur diminution 
au 1er  trimestre de grossesse était associée significativement au développement d’un RCIU 
(Dugoff et al. 2004, Kirkegaard et al. 2011, Krantz et al. 2004, Montanari et al. 2009, Spencer 
et al. 2008) alors que c’était leur augmentation qui était associée avec le RCIU au 2ème et au 
3ème trimestre de grossesse (Audibert et al. 2005, Gagnon et al. 2008, Odibo et al. 2006, Toal 
et al. 2008). Seul un dosage effectif d’EG-VEGF au cours du 1er trimestre dans des grossesses 
RCIU permettra de savoir s’il existe un taux anormal de ce facteur, et s’il est associé avec 
l’apparition de maladies de la grossesse comme le RCIU. Des travaux antérieurs du 
laboratoire avaient établi la dérégulation d’EG-VEGF dans une autre pathologie de la 
grossesse, la Toxémie Gravidique (Hoffmann et al. 2009). 
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Ces données concernaient le 3ème trimestre de grossesse également, ce qui ne permettait pas de 
déterminer si l’augmentation d’EG-VEGF était une cause ou une conséquence de la 
pathologie.  
 C. Conclusion des résultats 
Nous avons montré qu’EG-VEGF avait des effets significatifs sur la prolifération et la survie 
des trophoblastes, mais n’avait pas d’effet sur leur différenciation en syncytiotrophoblastes. 
Ces résultats suggèrent qu’EG-VEGF serait impliqué dans la constitution et le maintien d’une 
population proliférative de trophoblastes, ce qui est crucial pour l’établissement de la coque 
trophoblastique dans la physiologie placentaire. Les trophoblastes prolifératifs sont également 
impliqués indirectement dans le maintien de la couche de syncytiotrophoblastes, cellules 
fortement apoptotiques qui ne prolifèrent pas, et qui sont de ce fait dépendantes de 
l’incorporation continue de cytotrophoblastes par fusion dans la couche 
syncytiotrophoblastique préexistante.  Enfin, la population de trophoblastes prolifératifs est 
également déterminante dans la constitution des colonnes d’invasion au niveau des villosités 
crampons, préparant ainsi « une réserve » de cytotrophoblastes pour la phase de remodelage 
des artères spiralées maternelles par les TEV. Sans pouvoir le démonter, l’ensemble de nos 
données suggère qu’une dérégulation d’EG-VEGF au cours du 1er trimestre de grossesse 
pourrait entrainer des dysfonctionnements importants du développement placentaire, et ainsi 













 Figure  67 : Affiche de l’étude clinique EGEVE, en collaboration avec le service de Gynécologie- 
Obstétrique du CHU de Grenoble et du CIC de Grenoble. 
Résultats  - Conclusion générale 
 
103 
IV.    Conclusion générale des trois publications 
En conclusion de ce travail, nous avons pu montrer qu’EG-VEGF agit sur de nombreux types 
cellulaires placentaires, et qu’il joue de ce fait un rôle important dans la placentation. Son rôle 
significatif dans le développement placentaire via son action sur les trophoblastes et les 
cellules endothéliales microvasculaires HPEC, son expression physiologique maximale au 
cours du 1er trimestre de la grossesse, et la dérégulation significative de tout le système EG-
VEGF/PROKRs au 3ème trimestre dans les grossesses RCIU, suggèrent qu’une dérégulation 
précoce de son expression pourrait conduire à de graves altérations de la placentation, et ainsi  
participer potentiellement à l’établissement de pathologies de la grossesse comme le RCIU ou 
la Toxémie Gravidique. La découverte d’un marqueur prédictif pour ces pathologies serait 
une avancée majeure dans la prévention des risques associés à ces grossesses pathologiques, 
où la croissance fœtale est gravement altérée, et représente une cause majeure de mortalité 
périnatale (Kady and Gardosi 2004). Un dépistage précoce des fœtus à risque permettrait une 
surveillance appropriée, limitant ainsi au maximum la souffrance fœtale, et permettant 
d’identifier avec plus de précision le moment optimal pour la survenue de l’accouchement, 
tout en respectant le critère « bénéfices mère/fœtus ».  
 
Des expériences complémentaires sur l’expression d’EG-VEGF et de ses récepteurs au cours 
du 1er et 2ème trimestre dans des grossesses pathologiques permettront d’établir leurs 
implications dans la survenue du RCIU ou de la Toxémie Gravidique. Dans le cadre de 
l’étude DHOS/INSERM que notre équipe a développé avec le service de Gynécologie-
Obstétrique du CHU de Grenoble, nous sommes actuellement au cours d’étude clinique 
(Etude EGEVE, voir figure 67) en collaboration avec le CIC de Grenoble et le service de 
Gynécologie-Obstétrique, afin de déterminer si EG-VEGF pourrait être considéré comme un 
marqueur du développement de la TG et/ou du RCIU. Cette étude est financée par un contrat 
DHOS/INSERM, qui a été accordé en 2009 aux Dr. Alfaidy et au Dr. Hoffmann, 
investigatrices scientifiques et cliniques. Cette étude comprend la collecte sur deux ans de 
sera prélevés entre 14 et 18 SA sur 500 patientes environ. Nous devrions ainsi obtenir entre 
25 à 30 grossesses avec TG, environ 15 grossesses avec RCIU au 3ème percentile, et 50 
grossesses au 10ème percentile. Cette étude nous permettra de déterminer si les concentrations 
sériques d’EG-VEGF sont significativement dérégulées au début du 2ème trimestre de la 
grossesse dans ces pathologies de la grossesse, et si c’est le cas, si elles ont une valeur 
pronostique dans la survenue du RCIU et/ou de la TG. 
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Cette étude devrait nous permettre d’établir si EG-VEGF peut représenter un marqueur 
précoce de la survenue de ces deux pathologies de la grossesse, en association ou non avec 
d’autres facteurs décrits comme spécifiquement dérégulés dans ces deux pathologies, comme 




















Figure 68 : Schéma récapitulatif des effets d’EG-VEGF dans la villosité choriale. EG-VEGF, sécrété 
majoritairement par les syncytiotrophoblastes, agit différemment sur les types cellulaires de la villosité 
choriale. Il induit une augmentation de la prolifération (via PROKR1) et de la survie des trophoblastes 
villeux. En revanche, il diminue la migration et l’angiogenèse (via PROKR2), ainsi que l’invasion des 
TEV. Enfin, il induit une augmentation de la prolifération, la migration, la survie, l’angiogenèse (via 





A travers l’ensemble de nos résultats, nous avons montré qu’EG-VEGF était un facteur 
important pour le développement placentaire, par ses actions sur de nombreux types 
cellulaires de la villosité choriale (voir figure 68), ainsi que par sa dérégulation dans deux 
pathologies de la grossesse. Son expression importante dans le placenta, avec un pic pendant 
le 1er trimestre, lui confère une spécificité d’expression, contrairement aux facteurs VEGF et 
PlGF. L’ensemble de ces caractéristiques pourrait en faire une cible de choix comme 
marqueur du développement placentaire. 
 
I. EG-VEGF dans la physiologie placentaire 
L’ensemble des données obtenues pendant ma thèse permet d’intégrer EG-VEGF dans de 
multiples processus de la physiologie placentaire. De plus, son expression majoritaire par les 
ST, et la finesse de sa régulation par l’hCG, suggèrent qu’un dérèglement modéré pourrait 
avoir des impacts majeurs sur le développement placentaire, et par conséquent sur la 
croissance fœtale. Nos résultats ouvrent de larges perspectives sur son implication dans des 
processus physiologiques et pathologiques. 
1.1 EG-VEGF, un effet différentiel sur les TV et les TEV 
 A. Implication potentielle dans le maintien d’une faible pO2 au 
cours du 1er trimestre  
Au début du 1er trimestre de la grossesse, les cytotrophoblastes des villosités crampons 
prolifèrent jusqu'à former la coque trophoblastique, qui semble présente à partir de 5 SA et 
disparaît peu à peu à partir de 10 SA. Cette coque tient un rôle très important dans le maintien 
de la grossesse, et protège les villosités choriales, qui ne possèdent pas encore d’enzymes 
anti-oxydantes, du sang oxygéné maternel. Nous avons montré qu’EG-VEGF augmentait la 
prolifération des cytotrophoblastes en culture de façon dose dépendante via PROKR1 
(publication n°3). De plus, nous avons également établi que l’hCG augmentait très fortement 
la sécrétion d’EG-VEGF par des explants placentaires jusqu’à 9 SA, et cela de façon 
proportionnelle à la dose d’hCG utilisée (publication n°2). L’ensemble de ces résultats 
suggère que l’expression physiologique croissante de l’hCG jusqu’à 8-9 SA pourrait être 
responsable en partie de la forte augmentation de l’expression d’EG-VEGF par la villosité 
choriale (voir partie « discussion des résultats » de la publication n°2). Cette augmentation 
  
                         
Figure 69 : Implication de nos résultats dans la placentation physiologique et pathologique au 1er 
trimestre.  (A) Rôle potentiel sur l’établissement de la coque trophoblastique, et sur l’inhibition de 
l’invasion des artères spiralées maternelles par lesTEV. L’effet différentiel d’EG-VEGF sur les 
trophoblastes villeux et extravilleux participe, avec d’autres facteurs, au maintien de l’hypoxie placentaire 
au 1er trimestre de grossesse. (B) La baisse d’expression de l’hCG dans certaines pathologies de la 
grossesse pourrait participer à une inhibition de la sécrétion d’EG-VEGF au 1er trimestre, et engendrerait 
ainsi des malformations de la coque trophoblastique, et une mauvaise inhibition de l’invasion des TEV. 
Cela conduirait potentiellement à une oxygénation trop précoce de l’espace intervilleux, et à une apoptose 
plus ou moins massive des trophoblastes, qui ne possèdent pas encore les défenses anti-oxydantes. Cela 
mènerait alors à une involution des villosités et à des défauts majeurs dans le développement placentaire. 
Ces malformations déboucheraient sur un arrêt de la grossesse, ou sur l’apparition de pathologies comme 




physiologique d’EG-VEGF stimulerait à son tour la prolifération des CT villeux, et 
participerait de ce fait à l’établissement et au maintien de la coque trophoblastique, ainsi qu’à 
la constitution des bouchons trophoblastiques (voir figure 69). L’ensemble de ces processus 
participe au maintien d’une pO2 faible dans l’espace intervilleux, facteur que nous avons 
également décrit pour stimuler l’expression d’EG-VEGF (Hoffmann et al. 2006). Ainsi, 
l’expression entretenue et croissante d’EG-VEGF jusqu’à 9-10 SA participe au maintien de la 
grossesse, par la protection des villosités choriales d’une oxygénation trop précoce par le sang 
maternel. L’effet d’EG-VEGF sur les TEV participe également au maintien de l’hypoxie 
placentaire. En effet, le laboratoire a montré qu’EG-VEGF inhibait la prolifération, la 
migration et l’invasion des TEV (Hoffmann et al. 2009), empêchant ainsi un envahissement 
prématuré des vaisseaux maternels. De ce fait, l’expression importante d’EG-VEGF jusqu’à 
9-10 SA empêcherait également une oxygénation trop précoce de l’espace intervilleux via le 
maintien de l’inhibition de l’invasion trophoblastique, et participerait de ce fait au maintien de 
la grossesse au 1er trimestre.  
- Pathologies associées : fausses couches précoces et RCIU 
Des données de la littérature ont montrées que des taux d’hCG diminués avant 9 SA dans 
certaines pathologies de la grossesse conduisaient à des fausses couches (Buyalos et al. 1992, 
Dumps et al. 2002, Gagnon et al. 2008, Tong et al. 2006), ainsi qu’une association entre les 
taux diminués de la sous unité libre β-hCG entre 8-13 SA et les grossesses avec RCIU 
(Kirkegaard et al. 2011). D’après nos expériences, nous pouvons supposer que cette baisse 
pathologique d’hCG avant 9 SA dans ces grossesses pathologiques entraînerait une 
expression insuffisante d’EG-VEGF dans le placenta pour la mise en place correcte de la 
coque, et le maintien de l’inhibition de l’invasion des artères spiralées maternelles par les 
TEV (voir figure 69). On peut supposer que l’atteinte plus ou moins importante de ces deux 
processus mènerait à une fausse couche dans le cas de défauts majeurs, ou à une grossesse 
avec RCIU dans le cas de défauts plus modérés. L’équipe de Burton a déjà démontré l’effet 
toxique de l’oxygène sur les trophoblastes, et son implication dans de nombreuses fausses 
couches précoces (Burton et al. 2003, Jauniaux et al. 2003). Récemment, des polymorphismes 
et haplotypes de PROKR1 et PROKR2 ont également été décrits comme associés aux fausses 
couches récurrentes (Su et al. 2010), concluant ainsi qu’EG-VEGF et ses récepteurs étaient 
impliqués conjointement dans cette pathologie. 
 Figure 70 : Implication de nos résultats dans la placentation physiologique et pathologique à la fin du 1er 
et au début du 2ème trimestre.  (A) Rôle potentiel de la baisse d’EG-VEGF sur l’invasion trophoblastique 
des artères spiralées maternelles par les TEV.  (B) L’inhibition décrite de la concentration en hCG à la fin 
du 1er trimestre dans certaines pathologies de la grossesse pourrait participer au maintien pathologique 
d’une forte sécrétion d’EG-VEGF à la fin du 1er trimestre (d’après nos résultats de la publication n°2), et 
inhiberait ainsi l’invasion et le remodelage des artères spiralées par les TEV. L’hypoxie placentaire de 
l’espace intervilleux serait maintenue à un niveau pathologique, participant ainsi au maintien d’une 
concentration élevée d’EG-VEGF et au développement de pathologies comme le RCIU ou la TG. Schéma 





 B. Implication potentielle d’EG-VEGF  dans l’établissement de la 
normoxie placentaire 
A la fin du 1er trimestre, les trophoblastes des villosités crampons vont acquérir un phénotype 
invasif transitoire, et envahir progressivement l’endomètre. Les artères spiralées maternelles, 
qui alimentent le placenta, subissent alors des remaniements profonds, et les bouchons 
trophoblastiques qui les obstruaient disparaîssent peu à peu, permettant au sang oxygéné 
maternel de pénétrer dans l’espace intervilleux. Dans la placentation physiologique, les 
récepteurs à l’hCG deviennent pleinement fonctionnels et matures à partir de 9 SA, ce qui 
engendre une régulation différente d’EG-VEGF par l’hCG à partir de cette période là. En 
effet, nous avons montré que les fortes concentrations d’hCG (alors aux alentours de 80-100 
U.I./ml chez la femme enceinte) stimulaient plus modérément la sécrétion d’EG-VEGF, et 
pouvaient de ce fait participer à la baisse physiologique d’EG-VEGF placentaire à partir de 10 
SA (voir partie « discussion des résultats » de la publication n°2). Ce facteur, alors exprimé de 
façon limitée, ne pourrait plus exercer son contrôle négatif sur la prolifération, la migration et 
l’invasion trophoblastique, permettant alors peu à peu la transformation des artères spiralées 
maternelles par les TEV en artères utéro-placentaires. L’augmentation progressive de la pO2 
intervillositaire participerait également à la baisse de l’expression d’EG-VEGF dans le 
placenta (figure 70). 
- Pathologies associées : la toxémie gravidique et le RCIU 
Nous avons montré la dérégulation d’EG-VEGF dans ces deux pathologies de la grossesse. 
En effet, l’équipe a rapporté en 2009 des taux circulants d’EG-VEGF significativement plus 
importants chez les patientes toxémiques par rapport aux patientes normales au 3ème trimestre 
de la grossesse (Hoffmann et al. 2009). Des travaux antérieurs de l’équipe de Zheng n’avaient 
pas montré de différences dans l’expression en ARNm d’EG-VEGF dans les placentas 
normaux versus toxémiques (Chung et al. 2004). Ce résultat, contradictoire à première vue, a 
été confirmé pendant ma thèse (données non publiées), et suggère l’implication d’une 
régulation non transcriptionnelle dans l’augmentation d’EG-VEGF circulant chez les 
patientes toxémiques au 3ème trimestre. Des expériences complémentaires sont à envisager, 
sur l’étude du taux de traduction de l’ARNm d’EG-VEGF et sur la demi-vie de ce facteur par 
exemple, afin de comprendre plus en détail les mécanismes qui conduisent à cette 
dérégulation. Nous avons également établi l’augmentation significative au 3ème trimestre de ce 




littérature, il a été rapporté pour ces deux pathologies un remodelage insuffisant des artères 
spiralées maternelles, ainsi qu’un maintien de l’hypoxie placentaire. Ces données suggèrent 
une possible dérégulation d’EG-VEGF au 1er trimestre, et une implication éventuelle de ce 
facteur dans l’établissement de la TG et/ou du RCIU. De plus, il a été rapporté qu’une 
diminution de la sous-unité β-hCG libre à la fin du 1er trimestre était non seulement associée à 
la fausse couche précoce (Dugoff et al. 2004), mais également associée significativement au 
RCIU (Kirkegaard et al. 2011, Krantz et al. 2004). L’ensemble de ces données suggère qu’une 
diminution de l’hCG à la fin du 1er trimestre pourrait engendrer un maintien de l’expression 
d’EG-VEGF (d’après les résultats obtenus dans la publication n°2). Notre hypothèse serait 
alors que le maintien de cette expression élevée pathologique d’EG-VEGF à la fin du 1er 
trimestre participerait au remodelage incomplet des artères spiralées maternelles, par le 
contrôle négatif de l’invasion des TEV causé par ce facteur. La perfusion de l’unité fœto-
placentaire serait alors insuffisante, ce qui est considérée à ce jour comme le stade I de la TG. 
Nous testons actuellement l’hypothèse selon laquelle l’expression maintenue d’EG-VEGF 
participerait potentiellement à l’établissement d’un phénotype ressemblant à celui de la TG ou 
au RCIU chez la souris. L’avancée de ce projet nous permettra d’infirmer ou de confirmer 
cette hypothèse dans les mois à venir. Nos résultats préliminaires sont pour l’instant 
encourageants, et maintiennent la possibilité qu’EG-VEGF puisse être un marqueur précoce 
de ces deux pathologies.  
 
Pour aller plus loin, il est intéressant de remarquer qu’une augmentation significative des taux 
d’hCG corrélée avec le développement de la TG ou du RCIU a également été décrite, mais 
pour des âges gestationnels plus tardifs (Audibert et al. 2005, Gagnon et al. 2008, Odibo et al. 
2006, Toal et al. 2008). Ces résultats mettent en évidence l’existence de régulations 
différentielles entre le 1er et les 2ème-3ème trimestres de grossesse. Cette augmentation a été 
attribuée récemment à une induction de la différenciation des CT par l’équipe de Keating 
(Fitzgerald et al. 2011), qui suggère que ce processus soit impliqué dans l’augmentation en 
milieu de grossesse des marqueurs de la couche syncytiale, comme l’hCG par exemple. De ce 
fait, ce phénomène pourrait participer également à la dérégulation observée d’EG-VEGF au 
3ème trimestre de la grossesse, facteur qui est également exprimé majoritairement par les ST. 
Des expériences complémentaires nous permettront prochainement d’établir avec plus de 
précision l’expression d’EG-VEGF dans ces grossesses pathologiques au 1er, 2ème et 3ème 










Figure 71 : Participation des différents types d’angiogenèse dans l’architecture et la croissance des 




marqueur pronostique permettraient la prise en charge anticipée et adaptée de ces grossesses à 
risque, participant ainsi à la réduction significative de la mortalité maternelle et fœtale. Ceci 
pourrait également proposer à long terme une piste de recherche pour les traitements curatifs. 
1.2 Implication potentielle d’EG-VEGF  dans les échanges fœto-
maternels  
Le succès de la grossesse dépend du développement d’un réseau vasculaire complexe entre le 
fœtus et la mère, afin de subvenir aux demandes fœtales croissantes en oxygène et en 
nutriments au cours de la grossesse. Il y a deux étapes majeures dans l’élaboration de ce 
réseau : une étape de vasculogenèse, et une étape d’angiogenèse. L’angiogenèse placentaire, 
qui se déroule du 32ème JPF jusqu’au terme, connait d’importants remodelages tout au long de 
la grossesse. De la 8ème SA à la 27ème SA, c’est l’angiogenèse arborescente (avec 
branchements) qui est majoritaire, alors qu’à partir de la 22ème SA, c’est l’angiogenèse sans 
branchement qui prend peu à peu le relais, pour devenir majoritaire à partir de la 27ème SA, et 
ce jusqu’à la fin de la grossesse. La figure ci-dessous détaille les différents types 
d’angiogenèse, et leur effet sur la croissance de la vascularisation et l’architecture de la 
villosité choriale (voir figure 71). Nous avons montré qu’EG-VEGF était un facteur 
angiogène important (Brouillet et al. 2010). D’après nos expériences, il aurait des effets 
positifs sur l’angiogenèse avec branchements, via l’augmentation du bourgeonnement des 
sphéroïdes et du nombre d’intersections des réseaux pseudo-vasculaires d’HPEC ; et sur 
l’angiogenèse sans branchement, via son effet inducteur sur la prolifération des HPEC 
(angiogenèse par élongation-prolifération). De plus, nous avons également démontré son effet 
positif sur la perméabilité des HPEC, paramètre important des processus angiogeniques, mais 
également dans le transport de nutriments entre la mère et le fœtus. L’effet inducteur d’EG-
VEGF sur la perméabilité suggère des actions possibles dans l’angiogenèse par élongation-
intercalation, où l’incorporation de cellules endothéliales ou de progéniteurs circulants 
nécessite une augmentation de la perméabilité, et sur l’angiogenèse par bourgeonnement (voir 




L’ensemble de ces résultats montre une implication d’EG-VEGF dans les différentes formes 
d’angiogenèse de la villosité choriale, ainsi que dans la perméabilité de l’endothélium fœtal. 
De ce fait, il démontre l’implication d’un nouveau facteur de croissance dans cette 
vascularisation, dont l’expression forte dans le placenta et le profil dynamique au cours de la 
grossesse, suggèrent un rôle important d’EG-VEGF dans les échanges fœto-maternels tout au 
long de la grossesse. Les dérégulations de ce facteur et de ces récepteurs, que nous avons 
mises en évidence au 3ème trimestre dans les grossesses toxémiques et avec RCIU, suggèrent 
leur implication dans les défauts d’angiogenèse décrites dans ces deux pathologies, et dans la 
perturbation des échanges entre la mère et le fœtus. Il est bien établi que ces échanges 
augmentent très fortement au 3ème trimestre, avec la formation des villosités tertiaires et des 
membranes vasculo-syncytiales, et tiennent un rôle clé dans la satisfaction des demandes 
fœtales croissantes et dans le bon déroulement de la grossesse (Kaufmann et al. 1979).  
 
Des expériences complémentaires permettront de déterminer avec plus de précision le rôle 
d’EG-VEGF et de ses récepteurs dans le déroulement de l’angiogenèse placentaire, et dans la 
régulation des échanges à travers l’endothélium fœtal. En effet, la régulation dynamique 
d’EG-VEGF et de ses récepteurs au cours de la grossesse participe certainement au 
déroulement privilégié d’une forme d’angiogenèse par rapport à une autre, ainsi que dans 
l’accroissement des échanges fœto-maternels au 3ème trimestre de la grossesse. Dans nos 
expériences, nous avons été confrontés à des effets dose-dépendant d’EG-VEGF, avec un 
effet maximal de la prolifération et de la migration des HPEC à 25-50 ng/mL, alors que le pic 
d’induction pour les tests de bourgeonnement des sphéroïdes et la formation de réseaux 
pseudo-vasculaires se situait à 100 ng/ml d’EG-VEGF. Ces résultats sont cohérents avec la 
physiologie, où l’angiogenèse avec branchement se déroule majoritairement à la fin de 1er 
trimestre, et continue pendant le 2ème trimestre (période où EG-VEGF est maximale), alors 
que l’angiogenèse sans branchement prend place au 3ème trimestre de grossesse (période où 
EG-VEGF est modérément exprimé).  
 
De nombreuses expériences complémentaires sont à envisager pour déterminer l’action 
éventuelle d’EG-VEGF sur la balance angiogenique branchement/sans branchement, ainsi que 
sur sa participation dans la perméabilité de l’endothélium fœtal. Dans des données non 
publiées, nous avons observé une augmentation très importante de PROKR2 dans les 
placentas à terme, ce qui pourrait participer à l’induction significative de la perméabilité au 




formation des villosités terminales, avec les membranes vasculo-syncytiales, est l’événement 
clé du 3ème trimestre de grossesse, période où ces villosités sont le lieu d’échanges intenses de 
gaz et de nutriments (Kaufmann et al. 1979). Nous avons observé une augmentation très 
rapide de PROKR2 par EG-VEGF dans les HPEC (et non de PROKR1), ainsi que la 
diminution de ZO-1, protéine des jonctions serrées, sous EG-VEGF (données non publiées). 
Des études plus approfondies sur la régulation des PROKRs et sur les mécanismes régulant 
les jonctions paracellulaires permettraient d’établir plus clairement le rôle d’EG-VEGF dans 
la perméabilité de l’endothélium fœtal. 
 
II. EG-VEGF dans la reproduction 
L’expression d’EG-VEGF dans le système reproducteur féminin ouvre des perspectives 
d’implication de ce facteur et de ses récepteurs dans de nombreux processus autres que la 
placentation, comme l’implantation ou la parturition. L’ensemble de ces processus est à 
prendre en considération progressivement dans les effets d’EG-VEGF dans la placentation. 
2.1 Implication dans la réceptivité endométriale 
EG-VEGF et ses récepteurs sont exprimés dans l’endomètre humain, avec une expression 
dynamique au cours du cycle ovarien pour EG-VEGF, qui présente un pic d’expression dans 
l’endomètre au moment de la fenêtre implantatoire (voir la partie « Introduction » pour plus 
de détails). Il a été montré qu’EG-VEGF augmentait l’expression de facteurs de croissance 
dans l’endomètre (Maldonado-Perez et al. 2009). De plus, EG-VEGF et PROKR1 sont 
augmentés dans la décidue26 au 1er trimestre de grossesse, et régulent des gènes importants 
pour l’implantation (Evans J. et al. 2008, Evans J. et al. 2009). EG-VEGF est considéré 
maintenant comme un marqueur de la réceptivité endométriale (Haouzi et al. 2009). 
Récemment, son expression a été décrite comme augmentée dans l’endomètre de femmes 
sujettes aux fausses couches à répétition, causant ainsi une hausse pathologique de la 
réceptivité endométriale, et un défaut dans la sélection de l’implantation des embryons 
(Salker et al. 2010). Il est intéressant de noter que la réponse d’EG-VEGF à l’hCG était 
anormale dans ces grossesses pathologiques, mettant à nouveau en évidence l’importance de 
cette régulation hCG/EG-VEGF dans l’unité utéro-placentaire. Ce rôle d’EG-VEGF dans la 
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réceptivité endométriale est à considérer avec intérêt, car il soulève l’existence de régulations 
de la placentation par l’endomètre maternel. La complexité du système nécessite de 
nombreuses études complémentaires visant à établir avec plus de précisions les interactions 
entre l’endomètre et le placenta au cours de la grossesse. 
2.2 Implication dans la parturition 
Le déclenchement de l’accouchement est associé à des réactions inflammatoires en chaine 
dans l’unité utéro-placentaire. La dérégulation de ces mécanismes peut conduire au 
déclenchement précoce de l’accouchement et à la prématurité (pour revue voir (Catalano et al. 
2010)). Il a été suggéré que PROK1 et PROKR1 pourraient constituer une voie de 
signalisation initiatrice dans la réponse inflammatoire au 3ème trimestre de la grossesse, par 
leur action inductrice dans l’expression de facteurs pro-inflammatoires (Denison et al. 2008, 
Evans J. et al. 2008). De plus, il a été décrit un rôle des PROKs dans l’induction de la 
contractilité du myomètre via PROKR1, dont l’expression augmente dans le myomètre à 
terme (Denison et al. 2008). Ces données sont à prendre en compte et à intégrer 
progressivement dans nos résultats. En effet, le rôle établi des PROKs dans la modulation de 
la réponse immune et dans la contractilité musculaire, ainsi que leur augmentation dans 
l’unité utéro-placentaire au moment de l’accouchement nous amène à considérer nos résultats 
obtenus à partir des placentas à terme avec une certaine retenue. Ces données suggèrent que 
les expressions mises en évidence à partir de tels placentas ne représentent pas forcement les 
taux effectifs atteints tout au long du 3ème trimestre de la grossesse. Afin de nous affranchir de 
ces effets, nous avons utilisé des placentas récupérés après césarienne, où le déclenchement 
des cascades de signalisation de l’accouchement n’est pas ou peu amorcé. L’ensemble de ces 
expressions reste néanmoins à considérer avec précaution. Des expériences complémentaires 
sur les sera de femmes enceintes prélevés tout au long de leur grossesse (étude EGEVE en 
cours), et idéalement sur des biopsies de villosités choriales physiologiques et pathologiques 
au cours du 2ème et 3ème trimestre de grossesse, nous permettraient de déterminer avec 
précision l’expression d’EG-VEGF et de ses récepteurs tout au long de la grossesse 





En conclusion de ces trois publications, nous avons montré qu’EG-VEGF est un facteur de 
croissance pour la villosité choriale, et qu’il possède de nombreux rôles sur les différents 
types cellulaires du placenta. Son rôle important dans la prolifération des trophoblastes 
villeux, dans l’inhibition de l’invasion trophoblastique, et dans l’angiogenèse placentaire 
suggèrent un rôle majeur dans le développement villositaire placentaire. De plus, la finesse de 
ces régulations par l’hypoxie, et surtout par l’hCG, lui donne une expression dynamique au 
cours de la grossesse, et soulève des dérégulations possibles dans des pathologies où l’hCG et 
l’hypoxie sont dérégulées. La dérégulation d’EG-VEGF et de ses récepteurs dans les 
grossesses RCIU amène de nombreuses questions, notamment sur la source de cette 
dérégulation, et sur son apparition au cours de la grossesse. L’étude EGEVE en cours devrait 
nous permettre de caractériser la période d’apparition de ces dérégulations, ainsi que leur 
association possible avec la survenue du RCIU et de la TG. De très nombreuses expériences 
sont nécessaires à la compréhension de ces pathologies de la grossesse, et plus 
particulièrement dans la caractérisation de l’implication potentielle d’EG-VEGF et de ses 
récepteurs dans la physiopathologie de ces deux maladies. Les perspectives majeures de mes 
travaux de thèse, concernant les régulations d’EG-VEGF dans la physiologie placentaire et 
son implication dans les pathologies, sont discutées dans la partie suivante (voir partie 

























Les perspectives concernant l’ensemble de nos résultats sont nombreuses, et portent autant sur 
les mécanismes de régulations de l’expression d’EG-VEGF et de ces récepteurs dans le 
placenta humain, que sur leurs implications dans les pathologies de la grossesse. Les 
perspectives majeures à court terme des 3 publications de ma thèse concernent l’étude des 
interactions entre hCG et EG-VEGF dans la physiologie placentaire (Perspectives n°1 et n°2), 
ainsi que la caractérisation de l’implication d’EG-VEGF dans la physiopathologie du RCIU et 
de la TG (Perspective n°3). Les taux d’EG-VEGF au 1er trimestre dans les grossesses 
toxémiques et dans le RCIU sont actuellement en cours de détermination au laboratoire, ainsi 
que l’implication potentielle d’un maintien d’EG-VEGF au delà de sa période physiologique 
d’expression dans la physiopathologie de ces deux maladies, grâce au modèle murin. 
I. Perspective n°1 : implication d’EG-VEGF dans les  
effets angiogènes de l’hCG 
Actuellement, de nombreuses données confèrent à l’hCG un nouveau rôle angiogène dans la 
placentation, avec entre autres l’induction de la production de VEGF par les trophoblastes 
(Islami et al. 2003). De plus, il a été rapporté récemment une action directe de l’hCG sur les 
cellules endothéliales microvasculaires placentaires, avec l’augmentation de la prolifération et 
de l’angiogenèse de ces cellules en culture (Herr et al. 2007). D’après nos données publiées en 
2010, nous avons montré qu’EG-VEGF augmentait également ce processus dans les HPEC 
(Brouillet et al. 2010), et des données ont depuis confirmé cet effet sur le modèle de l’explant 
placentaire au 1er trimestre de la grossesse (publication n°3). Nos résultats sur l’augmentation 
d’EG-VEGF par l’hCG (publication n°2) suggèrent que les effets angiogènes de l’hCG décrits 
sur les cellules endothéliales placentaires pourraient passer par la stimulation d’EG-VEGF 
dans les HPEC (voir figure 72 et 73). Récemment, une telle régulation a été mise en évidence 
par l’équipe de Jabbour en 2009, où il a été démontré que l’effet inducteur de l’hCG sur LIF 
(Leukemia Inhibitory Factor) dans l’endomètre maternel passait par l’induction d’EG-VEGF 
(Evans J. et al. 2009). 
 
 
 Figure 72 : Les effets de l’hCG sur l’angiogenèse placentaire passeraient-ils par EG-VEGF ? Schéma de la 




Figure 73 : L’hCG augmente le bourgeonnement des sphéroïdes d’HPEC (Herr et al. 2007). Notre 
hypothèse propose que le traitement par l’hCG des sphéroïdes d’HPEC (1)  engendre dans un premier 
temps l’augmentation de la sécrétion d’EG-VEGF (2), facteur qui stimulerait alors le bourgeonnement des 




Dans l’ensemble de nos résultats, une sécrétion majeure d’EG-VEGF par les 
syncytiotrophoblastes a été observée. Néanmoins, de nombreux résultats suggéraient une 
possible expression/sécrétion très modérée par les cellules endothéliales placentaires elles-
mêmes. La confirmation de cette hypothèse permettrait de proposer le schéma suivant pour la 
régulation de l’augmentation de l’angiogenèse dans les HPEC par l’hCG décrite par l’équipe 
de Zygmunt en 2007 (voir Figure 72 et 73) (Herr et al. 2007). 
 
Certaines données du laboratoire et de la littérature indiquent une probable sécrétion d’EG-
VEGF par les cellules endothéliales microvasculaires HPEC. En effet, son expression dans 
l’endothélium placentaire a déjà été rapportée (Denison et al. 2008), et confirmée par notre 
laboratoire dans des expériences d’Immunohistochimie sur des coupes de placentas de 1er et 
3ème trimestre. Nous observons, comme l’équipe de Jabbour, un marquage des cellules 
endothéliales fœtales dans une partie des vaisseaux fœtaux, suggérant une expression 
ponctuelle et/ou très faible d’EG-VEGF par les HPEC. De plus, nos expériences sur les 
sphéroïdes et la perméabilité des HPEC avec les siRNA PROKR1 et PROKR2 (Brouillet et 
al. 2010) suggèrent une sécrétion endogène d’EG-VEGF par ces cellules, par l’inhibition du 
niveau basal dans les conditions siRNA. Nous avons également établi l’expression de 
l’ARNm d’EG-VEGF dans les HPEC isolées (données non publiées). Afin de tester cette 
hypothèse, des expériences sont prévues sur l’investigation de la sécrétion d’EG-VEGF par 
les HPEC, ainsi que sur l’effet de l’hCG sur l’induction de cette sécrétion éventuelle d’EG-
VEGF et sur la modulation de l’expression des PROKRs par les HPEC. Des expériences de 
bourgeonnement de sphéroïdes HPEC sous hCG avec des siRNA et/ou des anticorps 
bloquants EG-VEGF, PROKR1 et PROKR2 sont également envisagées. 
 
II. Perspective n°2 : régulation d’EG-VEGF par l’hC G 
hyperglycosylée 
L’hCG hyperglycosylée, qui partage la même séquence en acides aminés avec l’hCG, est un 
variant qui possède sa propre structure 3D grâce à des glycosylations différentielles (Cole et 
al. 1985, Cole 1987, Mizuochi et al. 1983). Cette hormone est produite par le placenta, plus 






cytotrophoblastes extravilleux endovasculaires (Cole et al. 2006a, Guibourdenche et al. 2010, 
Handschuh et al. 2007b, Kovalevskaya et al. 2002b). Dans la grossesse précoce, c’est l’hCG-
H qui est produite majoritairement (Cole et al. 2003, Sasaki et al. 2008). 
Cette hormone joue d’importantes fonctions sur l’implantation, l’invasion trophoblastique et 
dans le choriocarcinome27 (Cole et al. 2006b, Cole 2009b, Sasaki et al. 2008). Des données 
préliminaires obtenues pendant ma thèse suggèrent une augmentation circulante d’EG-VEGF 
chez les femmes qui développent un choriocarcinome. Nous envisageons de confirmer dans 
un premier temps cette augmentation sur une plus grande cohorte, et d’étudier les mécanismes 
qui pourraient être à l’origine de cette dérégulation, comme l’effet de l’hCG-H sur 
l’expression et la sécrétion d’EG-VEGF par le placenta. L’équipe de Fournier a montré 
récemment que l’expression de l’hCG était inhibée par le PPAR-γ (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor-gamma), qui est un récepteur nucléaire (Handschuh et al. 2007b, 
Handschuh et al. 2009). Ce facteur a été démontré comme inhibiteur de l’invasion 
trophoblastique. Par ailleurs, des études in silico ont montré que le promoteur d’EG-VEGF 
possédait des éléments de réponse au PPAR-γ, suggérant une possible régulation d’EG-VEGF 
par ce facteur. Des expériences complémentaires nous permettront peut-être de comprendre 
plus en détail les régulations fines entre ces différents facteurs, et l’implication possible d’EG-
VEGF dans la physiopathologie du choriocarcinome. 
III. Perspective n°3 : Implication dans les patholo gies 
de la grossesse  
3.1 Taux d’EG-VEGF au 1er trimestre dans la TG et le RCIU - Etude 
EGEVE  
Nous sommes actuellement en cours d’Etude Clinique avec le CIC de Grenoble et le service 
de Gynécologie-Obstétrique (Etude EGEVE) afin de déterminer les taux d’EG-VEGF au 2ème 
trimestre dans les grossesses qui développeront par la suite une TG ou un RCIU. Cette étude a 
pour but final de déterminer si EG-VEGF pourrait être considéré comme un marqueur 
pronostique du développement de ces deux pathologies. Cette étude, d’une durée de 2 ans, 
comprend la collecte de sera entre 14 et 18 SA sur 500 patientes environ, ce qui permettra 
d’obtenir entre 25 à 30 grossesses avec toxémie gravidique, environ 15 grossesses avec RCIU 
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au 3ème percentile, et 50 grossesses au 10ème percentile. De plus, une corrélation intéressante 
entre les taux d’hCG et le taux d’EG-VEGF semble fortement probable d’après nos résultats. 
L’association de ces deux facteurs pourrait représenter un marqueur pronostique plus fin pour 
ces deux pathologies. En effet, aucun facteur ne peut être considéré seul comme marqueur 
fiable de la survenue de la TG ou du RCIU à ce jour. Ainsi, des facteurs plus spécifiques du 
placenta, dont le développement anormal est en étroite relation avec ces deux pathologies, et 
dérégulés précocement dans la grossesse, sont recherchés actuellement. EG-VEGF semble de 
ce fait être un bon candidat. D’après l’ensemble de nos résultats, nous supposons actuellement 
une augmentation d’EG-VEGF dans les grossesses RCIU et TG entre 14 et 18 SA (voir partie 
discussion des résultats pour plus de détails). Cette hypothèse sera confirmée ou infirmée lors 
du dosage effectif d’EG-VEGF dans ces échantillons. En attendant la fin de cette étude, nous 
testons actuellement cette hypothèse sur la souris gestante (voir partie 3.2). 
 
3.2 Effet d’un maintien pathologique d’EG-VEGF – Modèle murin 
Le laboratoire travaille actuellement sur un modèle animal pour déterminer le rôle d’EG-
VEGF dans la placentation physiologique et pathologique. En effet, les placentas murins et 
humains possèdent plusieurs similitudes, et les résultats déjà publiés du laboratoire sur 
l’expression des PROKs et de leurs récepteurs dans le placenta murin confirment ces 
analogies (Hoffmann et al. 2007). Il avait été montré que l’expression placentaire d’EG-
VEGF et de ses récepteurs avait des profils d’expression comparables au cours de la gestation 
murine à ceux observés chez la femme enceinte, et qu’ils étaient localisés dans des types 
cellulaires correspondants. Actuellement, nous testons l’effet d’une expression soutenue 
d’EG-VEGF au cours de la gestation murine, et de sa contribution dans l’apparition de 
pathologies ressemblant à la TG ou/et au RCIU in vivo chez la souris. L’expression maintenue 
du facteur est assurée par des mini-pompes qui délivrent de l’EG-VEGF recombinant sur 
toute la deuxième partie de la gestation. Le suivi de la pression artérielle des souris gestantes, 
de la protéinurie, du nombre et du poids des fœtus par portée ; ainsi que le poids et 
l’histologie des placentas murins ont été ou seront étudiés. A ce jour, nos résultats sont 
encourageants, et restent à compléter avec de nombreuses nouvelles expériences. L’obtention 




















A travers l’ensemble de nos résultats, nous avons pu établir le rôle d’EG-VEGF sur les 
différents types cellulaires placentaires, et monter qu’il était un nouveau facteur de croissance 
du placenta. Sa dérégulation au 3ème trimestre dans les grossesses toxémiques et avec RCIU 
ouvrent de grandes perspectives concernant son implication dans la physiopathologie de ces 
deux maladies, notamment au cours du 1er trimestre, période pendant laquelle se met en place 
de nombreux défauts de la placentation. L’amélioration des connaissances sur le 
développement placentaire, et la caractérisation des rôles qu’EG-VEGF pourrait jouer sur 
d’autres types cellulaires du placenta ou de l’endomètre, permettront d’établir sa valeur 
comme marqueur prédictif dans la survenue de nombreuses pathologies de la grossesse, 
comme le RCIU ou la TG, mais aussi dans les grossesses ectopiques, les fausse couches 
récurrentes, l’accouchement prématuré et/ou le choriocarcinome. Les données croissantes de 
la littérature concernant son implication dans des pathologies de l’unité utéro-placentaire 
suggèrent une prise en compte grandissante de ce facteur en Obstétrique dans les années à 
venir, qui déboucheront peut-être sur l’utilisation d’EG-VEGF comme marqueur de processus 
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RÉSUMÉ 
Le développement normal du placenta est la clé du succès de la grossesse. La croissance 
trophoblastique et vasculaire est une composante cruciale du développement placentaire. Un déficit 
dans ces processus conduit à des complications de la grossesse, telles que la Toxémie Gravidique (TG) 
ou le Retard de Croissance Intra-Utérin (RCIU). Récemment, un nouveau facteur angiogène spécifique 
des glandes endocrines vient d’être découvert : EG-VEGF pour « Endocrine Gland-derived Vascular 
Endothelial Growth Factor» ou PROK1 pour Prokineticin 1, facteur qui se lie à deux récepteurs 
couplés aux protéines G, PROKR1 et PROKR2. Dans des publications récentes du laboratoire, 
l’équipe a montré que : I) EG-VEGF est fortement exprimé dans le placenta, II) son expression est 
majoritaire au 1er trimestre et III) les niveaux circulants d’EG-VEGF sont augmentés dans la TG, 
pathologie qui résulte de défauts vasculaires importants. L’ensemble de ces résultats convergeait vers 
un effet potentiel important d’EG-VEGF sur le placenta. Les objectifs de ma thèse ont été de 
caractériser (1) l’effet angiogène d’EG-VEGF sur les cellules endothéliales microvasculaires 
placentaires (HPEC), (2) d’étudier sa régulation par l’hCG (human Chorionic Gonadotropin), et (3) 
d’étudier son expression au 3ème trimestre dans les grossesses avec RCIU. J’ai montré que 1) EG-
VEGF est un facteur angiogène important, et que ses effets angiogènes sont médiés par PROKR1, 
alors que c’est PROKR2 qui est impliqué dans ses effets sur la perméabilité, 2) l’hCG augmente la 
sécrétion d’EG-VEGF, ainsi que l’expression des PROKRs au 1er trimestre de la grossesse, et 3) EG-
VEGF augmente la prolifération et la survie des trophoblastes, et est induit ainsi que ses récepteurs au 
3ème trimestre dans les grossesses avec RCIU. L’ensemble de ces résultats montre qu’EG-VEGF est un 
nouveau facteur de croissance du placenta. Sa dérégulation dans la TG et le RCIU suggère qu’il 
pourrait servir de marqueur précoce prédictif pour ces pathologies et être utilisé comme cible 
thérapeutique potentielle dans l’avenir.  
Mots clés: grossesse, placenta, EG-VEGF, PROK1, angiogenèse, RCIU, hCG, pathologie 
 
ABSTRACT 
Growth of the placental villi is a key event in placental development during human pregnancy. Many 
growth factors have been shown to control this process; however their ubiquitous expression makes 
them less specific to this tissue.  Recently, a new growth factor named EG-VEGF (Endocrine Gland-
derived Vascular Endothelial Growth Factor), specific to endocrine glands including the placenta, has 
been identified. It mediates its biological activity via two G protein coupled receptors, Prokineticin 
Receptor 1 and 2 (PROKR1 and PROKR2). In recent work from our laboratory, we have shown that: 
I) EG-VEGF is abundantly expressed in human placenta II) EG-VEGF levels are highest during the 
first trimester and III) EG-VEGF circulating levels are increased in preeclampsia (PE). Altogether, our 
results suggested that EG-VEGF might be an important regulatory factor in the placenta. My aim was 
to investigate (1) EG-VEGF angiogenic effects on microvascular cells within the placenta (HPEC), (2) 
its hormonal regulation with hCG (human Chorionic Gonadotropin), and (3) its expression in IUGR 
(Intrauterine Growth Restriction) pregnancies in the third trimester. Our results show that 1) EG-
VEGF increases angiogenic processes in HPEC cells via PROKR1, and also their permeability via 
PROKR2 2) hCG increases EG-VEGF secretion and PROKR expression in the first trimester placenta 
and 3) EG-VEGF increases both trophoblast proliferation and survival, and its expression is 
dysregulated in IUGR in the third trimester of pregnancy. Altogether, our results show that EG-VEGF 
is a new placental growth factor. Its dysregulation in PE and IUGR suggests that it can be considered 
as a potential diagnostic marker and a potential therapeutic target in future.  
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